Respuestas fisiológicas y bioquímicas inducidas por nanopartículas de ZnO en semillas y plantas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq) by García López, Josué Israel
 
 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE NUEVO LEÓN 
FACULTAD DE AGRONOMÍA 
 
 
 
 
RESPUESTAS FISIOLÓGICAS Y BIOQUÍMICAS INDUCIDAS POR 
NANOPARTÍCULAS DE ZnO EN SEMILLAS Y PLANTAS DE CHILE HABANERO 
(Capsicum chinense Jacq) 
 
 
TESIS 
 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE  
DOCTOR EN CIENCIAS AGRÍCOLAS 
PRESENTA 
 
M.C. JOSUÉ ISRAEL GARCÍA LÓPEZ 
 
General Escobedo, N.L.                                                                   Diciembre, 2019
 
 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE NUEVO LEÓN 
FACULTAD DE AGRONOMÍA 
 
 
 
 
RESPUESTAS FISIOLÓGICAS Y BIOQUÍMICAS INDUCIDAS POR 
NANOPARTÍCULAS DE ZnO EN SEMILLAS Y PLANTAS DE CHILE HABANERO 
(Capsicum chinense Jacq) 
 
 
TESIS 
 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE  
DOCTOR EN CIENCIAS AGRÍCOLAS 
PRESENTA 
 
M.C. JOSUÉ ISRAEL GARCÍA LÓPEZ 
 
General Escobedo, N.L.                                                                   Diciembre, 2019
 
 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE NUEVO LEÓN 
FACULTAD DE AGRONOMÍA 
 
 
 
 
RESPUESTAS FISIOLÓGICAS Y BIOQUÍMICAS INDUCIDAS POR 
NANOPARTÍCULAS DE ZnO EN SEMILLAS Y PLANTAS DE CHILE HABANERO 
(Capsicum chinense Jacq) 
 
 
TESIS 
 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE  
DOCTOR EN CIENCIAS AGRÍCOLAS 
PRESENTA 
 
M.C. JOSUÉ ISRAEL GARCÍA LÓPEZ 
 
General Escobedo, N.L.                                                                   Diciembre, 2019

 
 
 
iii 
 
 
 
 
DEDICATORIA 
 
A MIS PADRES:   
C. Martina López García y C. Isaías García Martínez 
 
A ustedes, que me dieron la vida y que han sido un ejemplo intachable a lo 
largo de ella. Por su interminable apoyo a lo largo de mi vida, por sus enseñanzas, 
consejos y por su eterna paciencia he logrado concluir mis estudios de doctorado. 
Sin ustedes no hubiera sido posible. 
 
A mi compañera de vida, Elena Palacios Valencino y a mi hija Regina García 
por su apoyo durante esta etapa de mi vida. Sin su apoyo y comprensión, nada 
hubiera sido posible. Les estaré eternamente agradecido. Las amo mucho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
iv 
 
 
 
 
AGRADECIMIENTOS 
 
Gracias a Dios y a Jesús tu hijo querido, por darme la vida y por ser mi 
fortaleza a lo largo de ella, hoy concluyo una etapa más en mi vida, en la cual se han 
presentado adversidades y pruebas, sin embargo, nunca me has dejado, tu fidelidad 
y lealtad siempre me han acompañado. A ti Señor, Gracias. 
 
Dr. Francisco Zavala García 
Quiero expresar mi más sincero agradecimiento al Dr. Francisco Zavala García 
por preocuparse por nosotros, sus estudiantes, ya que su asesoramiento 
incondicional y dedicación han contribuido enormemente a mi formación profesional. 
Fue un privilegio tenerle como profesor, amigo y como director de mi comité de 
asesoria. Muchas gracias por todo. 
 
Dr. Ricardo Hugo Lira Saldívar 
Le agradezco mucho por tomarse el tiempo para educarme. Soy afortunado de 
haberlo tenido de mi lado como guía académica y también como amigo. Su 
asistencia y apoyo siempre me ha hecho mirar situaciones complejas desde una 
perspectiva simple. Muchas gracias por todo. 
 
 
 
 
 
v 
 
Dr. Emilio Olivares Sáenz 
Le agradezco mucho por explicar términos complicados en palabras simples 
que se pueden comprender. En la mayoría de las veces me toco observar una larga 
fila de estudiantes esperando hablar con usted, y sin embargo, cada vez que fue mi 
turno, me dedico tiempo de calidad academica. Muchas gracias por todo. 
 
Dr. Guillermo Niño Medina 
Le estoy muy agradecido por la educación y capacitación que me brindo a lo 
largo de mis estudios de doctorado. Estoy seguro de que las clases que tomé usted 
son algunas de las que más han aportado a mi formación profesional, ya que me 
brindaron las herramientas necesarias para continuar mi desarrollo como 
investigador. Muchas gracias por todo. 
 
Al Dr. Rigoberto Eustacio Vázquez Alvarado  
Le agradezco mucho su disposición a ayudarme en mi formación profesional y 
con mis trabajos de investigación. Sin duda alguna, el trabajo que realiza como 
docente para educar estudiantes de licenciatura y posgrado es excelente. Muchas 
gracias por todo. 
 
Al Centro de investigación en Química Aplicada (CIQA), por el apoyo otorgado 
para la realización de una parte de este proyecto de investigación. 
 
 
 
 
vi 
 
Al Dr. Jorge Gardea Torres Torresdey y al Dr. Keni Cota Ruiz por brindarme la 
oportunidad de aprender y colaborar en el labotarorio de Química y Biquímica de la 
Universidad de Texas en el Paso (UTEP).  
 
A la universidad Autónoma de Nuevo León y a la Facultad de Agronomía por 
darme la oportunidad de estudiar mi doctorado y por permitirme desarrollar este 
proyecto de investigación en sus instalaciones. 
 
 Al CONACYT por brindarme la beca de sustento económico para realizar mis 
estudios de doctorado (306970).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
vii 
 
 
 
 
ÍNDICE DEL CONTENIDO 
Pagina 
ÍNDICE DE CUADROS ........................................................................................... xi 
INDICE DE FIGURAS ............................................................................................ xii 
RESUMEN ............................................................................................................ xiv 
SUMMARY ............................................................................................................ xix 
CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN .............................................................................. 1 
1.1 Hipótesis ........................................................................................................ 5 
1.1.1 Hipóstesis específicas ............................................................................................ 6 
1.2 Objetivo general ................................................................................................. 6 
1.2.1 Objetivos específicos .............................................................................................. 7 
CAPÍTULO 2: EFECTOS DE LAS NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE ZINC EN EL 
CRECIMIENTO Y ENZIMAS ANTIOXIDANTES DE Capsicum chinense ............... 9 
2.1 Resumen ........................................................................................................... 9 
2.2 Introducción ..................................................................................................... 10 
2.3 Materiales y métodos ...................................................................................... 12 
2.3.1 Material genético ........................................................................................... 12 
2.3.2 Caracterización de nanopartículas ................................................................ 13 
2.3.3 Tratamientos ................................................................................................. 13 
2.3.4 Germinación de semillas y crecimiento de plántulas ..................................... 14 
2.3.5 Actividad enzimática ..................................................................................... 15 
2.3.6 Actividad de POD .......................................................................................... 16 
2.3.7 Actividad de APX .......................................................................................... 16 
2.3.8 Actividad de CAT .......................................................................................... 17 
2.3.9 Diseño experimental y análisis estadístico .................................................... 17 
 
 
 
viii 
 
2.4 Resultados y discusión .................................................................................... 18 
2.4.1 Caracterización de NPs ZnO......................................................................... 18 
2.4.2 Efecto de las NPs ZnO sobre la germinación y el vigor de las semillas ........ 19 
2.4.3 Longitud de plúmula y radícula ..................................................................... 23 
2.4.4 Actividad enzimática antioxidante ................................................................. 25 
2.5 Conclusiones ................................................................................................... 27 
2.6 Referencias ..................................................................................................... 28 
CAPÍTULO 3: LAS NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE ZINC AUMENTAN LOS 
COMPUESTOS FENÓLICOS Y LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE Capsicum 
annuum L. DURANTE LA GERMINACIÓN ........................................................... 36 
3.1 Resumen ......................................................................................................... 36 
3.2 Introducción ..................................................................................................... 37 
3.3 Materiales y métodos ...................................................................................... 40 
3.3.1 Material vegetal ............................................................................................. 40 
3.3.2 Caracterización de las NPs ZnO ................................................................... 40 
3.3.3 Tratamientos ................................................................................................. 41 
3.3.4 Germinación de semillas y crecimiento de plántulas ..................................... 41 
3.3.5 Extracción de compuestos fenólicos libres ................................................... 43 
3.3.6 Contenido de fenoles totales ......................................................................... 43 
3.3.7 Contenido de flavonoides totales .................................................................. 44 
3.3.8 Contenido de taninos condensados .............................................................. 44 
3.3.9 Determinación de la capacidad antioxidante de DPPH ................................. 45 
3.3.10 Análisis estadístico ...................................................................................... 45 
3.4 Resultados y discusión .................................................................................... 46 
3.4.1 Caracterización de NPs ZnO......................................................................... 46 
3.4.2 Efecto de las NPs ZnO sobre la germinación y el vigor ................................ 47 
3.4.3 Efecto de las NPs ZnO en el crecimiento de las plántulas ............................ 49 
3.4.4 Efecto de las NPs ZnO en el contenido de compuestos fenólicos y la actividad 
antioxidante del DPPH ........................................................................................... 52 
3.5 Conclusiones ................................................................................................... 55 
3.6 Referencias ..................................................................................................... 56 
 
 
 
ix 
 
CAPÍTULO 4: LA APLICACIÓN FOLIAR DE NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE 
ZINC Y SULFATO DE ZINC AUMENTA EL CONTENIDO DE COMPUESTOS 
BIOACTIVOS EN CHILE HABANERO .................................................................. 62 
4.1 Resumen ......................................................................................................... 62 
4.2 introducción ..................................................................................................... 63 
4.3 Materiales y métodos ...................................................................................... 68 
4.3.1 Material vegetal ............................................................................................. 68 
4.3.2 Características de las NPs ZnO utilizados en este experimento ................... 68 
4.3.3 Preparación de las suspensiones ................................................................. 69 
4.3.4 Exposición foliar a Zn .................................................................................... 69 
4.3.5 Crecimiento de plantas de chile habanero y condiciones de invernadero ..... 70 
4.3.6 Variables de rendimiento y contenido relativo de clorofila ............................ 71 
4.4 Preparación para el análisis de los frutos de chile habanero ........................... 72 
4.4.1 Evaluaciones fisicoquímicas de los frutos ..................................................... 72 
4.4.2 Preparación de muestras para capsaicinoides, fenólicos y análisis de 
capacidad antioxidante .......................................................................................... 74 
4.4.3 Extracción de capsaicinoides ........................................................................ 74 
4.4.4 Cuantificación de capsaicina y dihidrocapsaicina por HPLC ......................... 75 
4.4.5 Determinación de las unidades de Scoville ................................................... 75 
4.5 Extracción de compuestos fenólicos solubles y ligados ................................... 76 
4.5.1 Determinación de fenoles totales .................................................................. 77 
4.5.2 Determinación de flavonoides totales ........................................................... 77 
4.5.3 Determinación de taninos condensados ....................................................... 78 
4.5.4 Capacidad antioxidante ................................................................................. 78 
4.5.5 Diseño experimental y análisis estadístico .................................................... 80 
4.6 Resultados y discusión .................................................................................... 81 
4.6.1 Crecimiento de las plantas de chile habanero .............................................. 81 
4.6.2 Contenido relativo de clorofila ....................................................................... 84 
4.6.3 Rendimiento del fruto y biomasa vegetal ...................................................... 86 
4.6.4 Características cromáticas ............................................................................ 90 
4.6.5 Calidad de los frutos de chile habanero ........................................................ 94 
 
 
 
x 
 
4.6.6 Contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina ............................................... 96 
4.6.7 Contenido de fenoles y flavonoides totales ................................................. 100 
4.6.8 Capacidad antioxidante ............................................................................... 104 
4.7 Conlusiones ................................................................................................... 106 
4.8 Referencias ................................................................................................... 107 
4.9 Consideraciones finales ................................................................................ 117 
Apéndice I ........................................................................................................... 119 
Apéndice II .......................................................................................................... 132 
Apéndice III ......................................................................................................... 145 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xi 
 
 
 
 
ÍNDICE DE CUADROS 
 
Cuadro                                                                                                                 Pagina 
     1. Efecto de las NPs ZnO en la longitud de plúmula, radícula y la biomasa 
seca de las plántulas .................................................................................... 50 
     2. Efecto de la aplicación foliar de NPs ZnO y ZnSO4 en el desarrollo de 
frutos y acumulación de biomasa .................................................................. 87 
     3. Características cromáticas en frutos de chile habanero obtenidos de 
plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO4 ....................................................... 92 
     4. Efecto de la aplicación foliar de NPs ZnO y ZnSO4 en la calidad de los 
frutos de chile habanero ............................................................................... 95 
     5.Contenido de fenoles totales y flavonoides totales (solubles + ligados) 
en frutos de chile habanero obtenidos de plantas tratadas con NPs ZnO 
y ZnSO4 ...................................................................................................... 101 
     6. Actividad antioxidante en frutos de chile habanero obtenidos de plantas 
tratadas con NPs ZnO y ZnSO4 .................................................................. 105 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xii 
 
 
 
 
INDICE DE FIGURAS 
 
 
Figura                                                                                                                   Pagina  
    1. Las micrografías de NPs ZnO: imagen típica de TEM (a) y HRTEM (b) 
Distribución del tamaño de NPs (c). El patrón SAED típico para el área 
observada en el panel (a,d), 5 1/nm corresponde al vector de red real y 
el espacio recíproco. ..................................................................................... 18 
    2. Dependencia de la concentración de NPs ZnO y análisis de polinomios 
ortogonales para V%, G % y biomasa fresca (mg). ...................................... 19 
    3. Longitud de plúmula y radícula de plántulas de C. chinense debido al 
efecto de cinco concentraciones de NPs ZnO. ............................................. 21 
    4. Regresión cuadrática lineal para las variables longitud de plúmula y 
radícula de las plántulas de C. chinense. ..................................................... 23 
    5. Actividad de las enzimas antioxidante en plántulas de C. chinense tratadas 
con NPs ZnO. (a) actividad de peroxidasa (POD), (b) actividad de 
ascorbato de peroxidasa (APX), (c) actividad de catalasa (CAT). T1 = 0 
mg L-1, T2 = 100 mg L-1; T3 = 200 mg L-1; T4 = 300 mg L-1; T5 = 400 mg 
L-1; T6 = 500 mg L-1. Los valores son promedios de cuatro repeticiones 
(n = 4), las barras representan el error estándar de la media, diferentes 
letras son estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). ............................... 26 
    6. Las micrografías muestran una muestra de nanopartículas de óxido de 
zinc (NPs ZnO). (a) Imagen típica de microscopía electrónica de 
transmisión (TEM) de una nanopartícula, (b) Micrografía típica de 
microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (HRTEM) de 
una nanopartícula, (c) Distribución de tamaños de NPs (d) Difracción de 
área típica seleccionada (SAED), patrón obtenido para el área 
observada en el panel (a). ............................................................................ 47 
    7. Porcentajes de vigor (A) y germinación (B) en semillas de C. annuum 
tratadas con NPs ZnO a diferentes concentraciones (0, 100, 200 y 500 
ppm). Las barras representan la media (n = 4) ± desviación estándar. 
 
 
 
xiii 
 
Las diferentes letras son estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05) y 
representan las diferencias entre tratamientos. ............................................ 48 
    8. Efecto de las NPs ZnO en el crecimiento de plántulas de C. annuum. Cada 
plántula es representativa de una unidad experimental. .............................. 50_ 
    9. Contenido fenólico en plántulas de C. annuum tratadas con NPs ZnO. (A) 
Fenoles totales, (B) Flavonoides, (C) Taninos condensados y (D) 
Capacidad antioxidante (DPPH) (milimoles equivalentes de Trolox por 
kilogramo de muestra (mmolET kg−1). Los valores son el promedio de 
cuatro repeticiones. Medias (n = 4), las barras representan la desviación 
estándar de la media. Las diferentes letras son estadísticamente 
diferentes (Tukey, p≤0.05) y representan las diferencias entre los 
tratamientos. ................................................................................................. 52 
    10. Representación esquemática de cada una de las etapas vegetativas del 
cultivo, además, se presenta una imagen representativa de la forma en 
que se aplicaron los tratamientos. ................................................................ 70 
    11. Efecto de la aplicación foliar de ZnSO4 y NPs ZnO en parámetros 
agronómicos (altura de planta y diámetro de tallo), y bioquímicos 
(clorofila SPAD) en diferentes estados fenológicos de las plantas de C. 
chinense. (CV) crecimiento vegetativo, (FL) floración, (DF) desarrollo del 
fruto y (M) madurez. Los valores son el promedio de cinco repeticiones. 
Medias (n = 5), las barras representan la desviación estándar de la 
media; letras diferentes significan que los tratamientos fueron 
estadísticamente diferentes (p≤0.05) y representan las diferencias entre 
tratamientos, en cada etapa fenológica. ....................................................... 82 
    12. Contenido de capsaicinoides en frutos de chile habanero obtenidos de 
plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO4. (a) capsaicina, 
dihidrocapsaicina y capsaicinoides totales, (b) Unidades de Picor 
Scoville (SHU2). Los valores son el promedio de tres repeticiones. 
Medias (n=3), las barras representan la desviación estándar de la media. 
Letras diferentes en cada barra significan que los tratamientos fueron 
estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). ............................................... 97 
     13. Cromatogramas para capsaicina y dihidrocapsaicina, en frutos de chile 
habanero obtenidos de plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO4: (a) 
estándares; (b) control; (c) 1000 mg L-1 ZnSO4; (d) 1000 mg L
-1
 NPs 
ZnO; (e) 2000 mg L-1 ZnSO4; (f) 2000 mg L
-1 NPs ZnO. ............................. 100 
 
 
 
xiv 
 
 
 
 
RESUMEN 
  
En la actualidad, el uso de nanopartículas de ingeniería (NPs) en las prácticas 
agrícolas como nanofertilizantes y nanoplaguicidas ha llamado la atención de los 
investigadores, ya que representan un avance en la aplicación de fertilizantes y son 
una de las opciones más efectivas para una mejora considerable del rendimiento 
agrícola. Las NPs derivadas de hierro, cobre, cerio, plata, zinc y titanio se utilizan 
como fuentes importantes para la preparación de fertilizantes y pesticidas. Entre las 
nanopartículas, las de oxido de zinc (NPs ZnO), se consideran bioseguras para la 
aplicación a especies biológicas, además, son la cuarta materia prima más grande en 
la industria de la nanotecnología. A nivel mundial, se estima que en todos los 
sectores de la economía se utilizan alrededor de 34,000 toneladas de NPs ZnO por 
año.  
 
En la agricultura, la aplicación de NPs ZnO puede generar efectos 
beneficiosos y también perjudiciales en las plantas y, su influencia depende de la 
composición, concentración, tamaño y propiedades químicas de las NPs, así como 
de la especie de planta. El efecto beneficioso de las NPs ZnO se atribuye a la 
liberación gradual de los iones de Zn++ por un periodo  de tiempo prolongado. Por 
otra parte, a concentraciones elevadas se ha demostrado que pueden afectar el 
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crecimiento de las plantas y generar estrés oxidativo a través de la generación de 
especies reactivas de oxígeno (ERO), que da como resultado cambios en la actividad 
del sistema enzimático antioxidante y metabolitos secundarios, compuestos 
responsables de la neutralización de los radicales libres tóxicos. Sin embargo, a la 
fecha no existe ningún estudio reportado en la literatura que enfoque sus esfuerzos a 
estudiar el efecto de las NPs ZnO sobre la germinación, el crecimiento de las plantas 
y la actividad del sistema enzimático antioxidante y no enzimático (compuestos 
fenólicos) en el cultivo de chile habanero (Capsicum chínense).  
 
Debido a lo anterior y específicamente en este cultivo, se carece de 
información relacionada con el impacto de las NPs ZnO en el desarrollo de las 
plantas, rendimiento y la acumulación de compuestos bioactivos en los frutos de chile 
habanero. El chile habanero (C. chínense), es un cultivo ampliamente distribuido en 
América Latina, con una demanda creciente en los mercados mexicanos e 
internacionales. La importancia económica de este cultivo se basa principalmente en 
la utilización de sus frutos, ya que son una fuente importante de componentes 
nutricionales que poseen una alta cantidad de vitaminas (A, C y E), pero sobre todo 
por sus propiedades antioxidantes y quelantes al tener una alta acumulación de 
fenilpropanoides (compuestos fenólicos) y alcaloides (capsaicinoides) que pueden 
ayudar a mantener una buena salud. 
 
Por lo tanto, para mejorar nuestro conocimiento sobre el impacto de la 
aplicación de NPs ZnO en este cultivo (C. chínense), el proyecto de investigación se 
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llevó a cabo en tres etapas. La primer etapa, tuvo como objetivo evaluar los efectos 
de las NPs ZnO en semillas de C. chinense a concentraciones entre 100 y 500 mg L-1 
en la germinación y el vigor de las semillas, además de cuantificar la actividad de 
enzimas antioxidantes como catalasas (CAT), peroxidasas (POD) y ascorbato 
peroxidasas (APX). La segunda etapa, tuvo como objetivo estudiar el impacto de las 
NPs ZnO en concentraciones de 0, 100, 200 y 500 ppm en el crecimiento de las 
plántulas, la acumulación de biomasa y la biosíntesis de compuestos fenólicos 
(fenoles totales, flavonoides y taninos condensados) y la capacidad antioxidante 
expresada en DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). 
 
 En la tercera etapa, se realizó un estudio en invernadero que tuvo como 
objetivo comparar las respuestas agronómicas de las plantas de C. chínense a las 
aplicaciones foliares de NPs ZnO y ZnSO4 a concentraciones de 1000 y 2000 mg L
-1. 
Las plantas se cultivaron hasta la madurez y durante el desarrollo del cultivo se 
evaluaron parámetros agronómicos como el crecimiento de la planta, diámetro de 
tallo y el contenido relativo de clorofila. En la cosecha, se evaluó la acumulación de 
biomasa, el rendimiento y la cantidad de compuestos bioactivos de los frutos de chile 
habananero, específicamente orientado a la cuantificación por espectrofotometría de 
compuestos fenólicos (polifenoles totales, flavonoides y taninos condensados) y la 
capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP). Además, con el uso de 
cromatografía liquida HPLC-DAD se cuantificó la acumulación de alcaloides 
(capsaicina y dihidrocapsaicina). 
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Los resultados de la primera etapa, indicaron que a medida que los niveles de 
NPs ZnO aumentaron en un rango de 100-400 mg L-1, la germinación y la biomasa 
fresca se vieron afectadas positivamente. La biomasa máxima se alcanzó a 400 mg 
L-1, ya que excedió al control (0 mg L-1) en un 114%. Por otra parte, los resultados del 
análisis de las actividades enzimáticas antioxidantes mostraron que la actividad de 
POD y CAT se incrementó en todas las concentraciones de 100 a 500 mg L-1  con 
NPs ZnO, mientras que la actividad de ascorbato peroxidasa (APX) se redujó a una 
concentración de 500 mg L-1. 
 
En la segunda etapa, los parámetros morfológicos evaluados, revelaron que 
los tratamientos con NPs ZnO no afectaron significativamente el desarrollo de la 
plúmula, pero tenían un impacto significativo (p≤0.01) en la longitud de la radícula. 
Las suspensiones a 100, 200 y 500 ppm de NPs ZnO inhibieron el crecimiento de la 
radícula de las plántulas y promovieron la acumulación de compuestos fenólicos y la 
capacidad antioxidante expresada como DPPH, como resultado de un efecto 
fitotóxico en este tejido de la plántula.  
 
En la tercera etapa, la aplicación de NPs ZnO a 1000 mg L-1 afectó 
positivamente la altura de la planta, el diámetro del tallo, el contenido de clorofila, el 
rendimiento del fruto y la acumulación de biomasa en comparación con los 
tratamientos  control y ZnSO4. Por el contrario, la aplicación de NPs ZnO a 2000 mg 
L-1 afectó negativamente el crecimiento de las plantas pero aumentó 
significativamente el contenido de capsaicina en un 19.3%, la dihidrocapsaicina en 
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un 10.9% y las Unidades Scoville en un 16.4%. Además, a 2000 NPs ZnO mg L−1 
también aumentó el contenido de fenoles totales y flavonoides totales (solubles + 
ligados) en los frutos (14.50% y 26.9%, respectivamente), lo que resultó en una 
mayor capacidad antioxidante en ABTS (2,2′azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6sulfonic acid)), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) y FRAP (poder antioxidante 
reductor férrico) (15.4%, 31.8% y 20.5%, respectivamente). 
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SUMMARY 
 
Currently, the use of engineering nanoparticles (NPs) in agricultural practices 
such as nanofertilizers and nanoplaguicides has attracted the attention of 
researchers, since they represent an advance in fertilizer application and are one of 
the most effective options for improvement of agricultural yield. NPs derived from iron, 
copper, cerium, silver, zinc and titanium are used as important sources for the 
preparation of fertilizers and pesticides. Among these types of NPs, zinc oxide 
nanoparticles (ZnO NPs) are considered a biosafe material for application to 
biological species, and are the fourth largest raw material in the nanotechnology 
industry. Worldwide, it is estimated that around 34,000 tons of ZnO NPs are used per 
year in all sectors of the economy. 
 
In agriculture, the application of ZnO NPs can generate beneficial and also 
harmful effects on plants and, their influence depends on the composition, 
concentration, size and chemical properties of NPs, as well as the plant species. The 
beneficial effect of ZnO NPs is attributed to the gradual release of Zn++ ions for a 
prolonged period of time. On the other hand, at high concentrations it has been 
shown that they can affect plant growth and generate oxidative stress through the 
generation of reactive oxygen species (ROS), which results in changes in the activity 
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of the antioxidant enzyme system and metabolites secondary, compounds 
responsible for the neutralization of toxic free radicals. 
 
However, to date there is no study reported in the literature that focuses its 
efforts to study the effect of ZnO NPs on germination, plant growth and the activity of 
the antioxidant enzymes and non-enzymatic antioxidant system (phenolic 
compounds) in the crop of habanero pepper (Capsicum chínense). Due to the above 
and specifically in this crop, there is a lack of information related to the impact of ZnO 
NPs on plant development, yield and the accumulation of bioactive compounds in the 
fruits of habanero pepper. 
 
Habanero pepper (C. chínense), is a widely distributed crop in Latin America, 
with a growing demand in mexican and international markets. The economic 
importance of this crop is mainly based on the use of its fruits, since they are an 
important source of nutritional components that have a large amount of vitamins (A, C 
and E), but above all for their antioxidant and chelating properties with a high 
accumulation of phenylpropanoids (phenolic compounds) and alkaloids 
(capsaicinoids) that can help maintain good health. 
 
Therefore, to improve our knowledge about the impact of the application of 
ZnO NPs in this crop (C. chínense), the research project was carried out in three 
stages. The first stage aimed to evaluate the effects of ZnO NPs in C. chinense seeds 
at concentrations between 100 and 500 mg L-1 in the germination and vigor of the 
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seeds, in addition to quantifying the activity of antioxidant enzymes such as catalase 
(CAT), peroxidases (POD) and ascorbate peroxidases (APX). The second stage, was 
aimed at studying the impact of ZnO NPs at concentrations of 0, 100, 200 and 500 
ppm in seedling growth, biomass accumulation and biosynthesis of phenolic 
compounds (total phenols, flavonoids and condensed tannins) and the antioxidant 
capacity expressed in DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). 
 
In the third stage, a greenhouse study was conducted that aimed to compare 
the agronomic responses of C.chinense plants to the foliar applications of ZnO  NPs 
and ZnSO4 at concentrations of 1000 and 2000 mg L
-1. Plants were grown until 
maturity and during the development of the crop, agronomic parameters such as plant 
growth, stem diameter and relative chlorophyll content were evaluated. In the harvest, 
the biomass accumulation, yield and quantity of bioactive compounds of the fruits of 
habananero pepper obtained were evaluated, specifically oriented to the 
quantification by spectrophotometry of phenolic compounds (total polyphenols, 
flavonoids and condensed tannins) and antioxidant capacity (DPPH, ABTS and 
FRAP). In addition, with the use of HPLC-DAD liquid chromatography, the 
accumulation of alkaloids (capsaicin and dihydrocapsaicin) were quantified. 
 
Results of the first stage indicated that as the levels of ZnO NPs increased in a 
range of 100-400 mg L-1, germination and fresh biomass were positively affected. The 
maximum biomass was reached at 400 mg L-1, since it exceeded control (0 mg L-1) by 
114%; at a concentration of 500 mg L-1, a small reduction was found in 9% compared 
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to 400 mg L-1. On the other hand, the results of the analysis of the antioxidant 
enzymatic activities showed that the activity of POD and CAT was increased in all 
concentrations from 100 to 500 mg L-1 with ZnO NPs, while the ascorbate peroxidase 
activity was reduced to a concentration of 500 mg L-1.  
 
In the second stage, the morphological parameters evaluated revealed that 
treatments with ZnO NPs did not significantly affect the development of the plumule 
but had a significant impact (p≤0.01) on the length of the radicle. The suspensions at 
100, 200 and 500 ppm of ZnO NPs inhibited the growth of the seedling radicle and 
promoted the accumulation of phenolic compounds and the antioxidant capacity 
expressed as DPPH, as a result of a phytotoxic effect on this tissue. 
 
In the third stage, the application of ZnO NPs at 1000 mg L-1 positively affected 
plant height, stem diameter, chlorophyll content, fruit yield and biomass accumulation 
compared to control treatments and ZnSO4. On the contrary, the application of ZnO 
NPs at 2000 mg L-1 negatively affected plant growth, but significantly increased the 
capsaicin content by 19.3%, dihydrocapsaicin by 10.9% and Scoville units by 16.4%. 
In addition, at 2000 mg L-1 with ZnO NPs also increased the content of total phenols 
and total flavonoids (soluble + bound) in fruits (14.50% and 26.9%, respectively), 
which resulted in a higher antioxidant capacity in ABTS (2,2′azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6sulfonic acid))), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and 
FRAP (ferric reducing antioxidant power) (15.4%, 31.8% and 20.5%, respectively).
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 
 
La nanotecnología es considerada un campo de investigación en crecimiento. 
En las últimas décadas, se ha presentado una expansión considerablemente rápida 
en el uso de nanopartículas de ingeniería (NPs) con una amplia gama de 
aplicaciones (Marslin et al., 2017). Además, en la última década el impacto de las 
NPs en los organismos vivos, especialmente en las plantas terrestres ha llamado 
mucho la atención (Rossi et al., 2019; Verma et al., 2018), debido a que los 
agroquímicos que contienen NPs, proporcionan medios eficientes para distribuir 
pesticidas y fertilizantes en forma controlada, considerando esto como un 
procedimiento con alta especificidad del sitio para reducir el daño colateral (Khan et 
al., 2017).  
 
Las NPs utilizadas en la agricultura tienen como objetivo mejorar la eficiencia y 
sostenibilidad de las prácticas agrícolas utilizando menos insumos y, por lo tanto, 
generar menos desperdicio que las prácticas convencionales; sin embargo, el uso de 
nano-agroquímicos no está exento de riesgos y este tema está recibiendo mayor 
atención (Coll et al., 2016; Pullagurala et al., 2018). Los estudios que abordan los 
efectos de las NPs basadas en TiO2, CuO, Ag y ZnO en plantas comestibles, 
muestran resultados diferentes y en ocasiones contrastantes (Raliya et al., 2015; 
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Pinedo-Guerrero et al., 2017; Cota-Ruiz et al., 2018; Akanbi-Gada et al., 2019; Rossi 
et al., 2019).  
 
Las nanopartículas de óxido de zinc (NPs ZnO) son de particular interés, no 
solo por su extenso uso en diversos productos de consumo incluyendo cosméticos, 
recubrimientos, aplicaciones energéticas y medio ambientales (Pullagurala et al., 
2018), sino también, por qué están siendo cada vez más incorporadas en productos 
agrícolas (Singh et al., 2018). Por ejemplo, las NPs ZnO han sido investigadas como 
ingrediente activo para insecticidas (Salem et al., 2015), por sus antimicóticos y 
propiedades antibacterianas (Dimkpa et al., 2013), y como fertilizantes promotores 
del crecimiento en plantas (Rossi et al., 2019), ya que el zinc (Zn) juega un papel 
importante en las funciones de la planta, modifica los efectos de las auxinas a través 
de la regulación de la síntesis de triptófano y actúa como cofactor en las enzimas 
redox como la superóxido dismutasa y las deshidrogenasas (Narendhran et al., 
2016). 
 
En este sentido, varios estudios han demostrado el potencial de las NPs ZnO 
para mejorar el crecimiento y rendimiento de las plantas. Por ejemplo, un estudio 
realizado por Awasthi et al. (2017), informaron que la aplicación de NPs ZnO a 50 mg 
L-1 mejoró la germinación de semillas y la biomasa vegetal en plantas de trigo 
(Triticum aestivum). Por su parte, Rossi et al. (2019) indicaron que la aplicación foliar 
de NPs ZnO influyó positivamente en el crecimiento y la fisiología de plantas de café 
(Coffea arabica L.), con efectos más favorables que las sales convencionales de Zn 
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(ZnSO4), principalmente debido a su mayor capacidad para penetrar en la hoja. Otra 
investigación realizada en arboles de granada (Punica granatum cv. Ardestani) 
demostró que la fertilización foliar, con cantidades relativamente bajas de 
nanofertilizantes de Zn y B, incrementó el rendimiento y la calidad de los frutos, 
incluyendo aumentos en los azúcares del jugo e incrementos en el índice de 
madurez (Davarpanah et al., 2016).  
 
Por el contrario, López-Moreno et al. (2017) mostraron que en semillas de 
maíz, la aplicación de NPs ZnO a 400 mg kg-1 afectó la germinación y el crecimiento 
de la raíz y la plúmula en 40 y 47 %, respectivamente. Lo anterior se debe, a que el 
exceso de Zn en los tejidos vegetales tiene impactos tóxicos directos, resultando en 
clorosis o la generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) que generan estrés 
oxidativo (Akanbi-Gada et al., 2019), y pueden llegar a afectar el rendimiento y el 
valor nutricional de las plantas (Asati et al., 2016; García-Gómez et al., 2018). 
Estudiar los efectos de las NPs en las plantas es importante dado que el destino y el 
comportamiento de los nanomateriales en el medio ambiente aún carecen de 
comprensión.  
 
La generación de ERO inducida por la aplicación de NPs a plantas, juega un 
papel crítico en el mecanismo de fitotoxicidad, debido a su alta reactividad y 
propiedades oxidantes de las especies reactivas como el peróxido de hidrogeno 
(H2O2), radicales hidroxilo (OH-) y súper oxido (O2) (Yang et al., 2017). En este caso, 
las plantas que están sometidas a estrés oxidativo causado por una gran 
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acumulación de ERO, activan los sistemas de defensa antioxidantes, entre los 
principales se encuentran los antioxidantes no enzimáticos (Singh et al., 2015), 
incluídos los compuestos fenólicos, flavonoides y componentes enzimáticos como 
catalasas (CAT), superóxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasas (APX) y 
glutatión peroxidasas (POD) (Yang et al., 2017).  
 
Los fenilpropanoides desempeñan un papel destacado en los mecanismos de 
desintoxicación de ERO (Mahendra et al., 2008), como donadores de electrones en 
las estructuras de orgánulos y pueden eliminar directamente las especies 
moleculares de oxígeno activo, principalmente debido a sus propiedades redox 
(Bhumi et al., 2014). Por su parte, el incremento en la actividad de enzimas 
antioxidantes tiene como objetivo convertir el H2O2 en agua y oxígeno, 
proporcionando protección contra el daño oxidativo (García-López et al., 2018). 
Varios estudios han informado sobre el potencial de toxicidad de las NPs ZnO en 
cultivos como la cebolla (Laware y Raskar, 2014), el guisante verde (Mukherjee et al., 
2016) y la espinaca (Singh et al., 2017). 
 
El chile habanero (C. chínense) es un cultivo con una demanda creciente en 
los mercados mexicanos e internacionales y su importancia económica se basa 
principalmente en la utilización de sus frutos, ya que son una fuente importante de 
componentes nutricionales que poseen una alta cantidad de vitaminas (A, C y E), 
pero sobre todo por sus propiedades antioxidantes y quelantes al tener una alta 
acumulación de fenilpropanoides (compuestos fenólicos) y capsaicinoides (Castro-
5 
 
 
 
 
Concha et al., 2014). Sin embargo, a pesar de que C. chínense es un cultivo de gran 
importancia económica, ningún estudio ha abordado específicamente los efectos de 
las NPs ZnO (tamaño de partículas <100 nm), sobre la fisiología de semillas, el 
crecimiento de las plantas, frutos y las modulaciones bioquímicas en las cuales están 
involucrados los sistema enzimáticos antioxidantes (CAT, POD, APX) y la biosíntesis 
de diferentes tipos de metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides y taninos 
condensados). 
 
En resumen, la información en la literatura sobre los efectos de las NPs ZnO 
en este cultivo es inexistente, por lo tanto, este trabajo de investigación tiene como 
objetivo definir las respuestas agronómicas y bioquímicas inducidas por NPs ZnO en 
semillas, plantas y frutos de C. Chinense.  
 
1.1 Hipótesis general 
La aplicación de suspensiones con NPs ZnO a semillas y plantas de C. chinense  
tiene efectos en la germinación, desarrollo de plántulas, crecimiento de plantas y 
estimula la actividad enzimática antioxidante (CAT, POD y APX) y el nivel de 
antioxidantes no enzimáticos (fenoles, flavonoides y taninos condensados) de los 
tejidos de plantas y frutos. 
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1.1.1 Hipóstesis específicas 
 
 La aplicación de suspensiones con NPs ZnO a las semillas de C. 
chínense, afecta el vigor, crecimiento de las plántulas y la actividad de 
enzimas antioxidantes como CAT, APX y POD (Capítulo 2). 
 
 Las NPs ZnO alteran la biosíntesis de compuestos fenólicos (fenoles 
totales, flavonoides y taninos condensados) y la capacidad de 
antioxidantes del radical DPPH de los brotes de C. chínense, e inhiben 
el desarrollo de las plántulas (Capítulo 3). 
 
 La aplicación foliar de NPs ZnO y ZnSO4 afectan el crecimiento y 
rendimiento de la planta de C. chínense, además de la acumulación de 
compuestos bioactivos (capsaicinoides y fenoles) en los frutos 
obtenidos de la plantas sometidas a compuestos basados en Zn 
(Capítulo 4). 
 
1.2 Objetivo general 
Evaluar el impacto de la aplicación de suspensiones con NPs ZnO en diferentes 
etapas del desarrollo fenologico de C. chinese (semilla, desarrollo de plántulas y 
crecimiento de plantas), y determinar la actividad del sistema enzimático antioxidante 
(CAT, POD y APX) y, la concentración de metabolitos secundarios no enzimáticos 
(fenoles, flavonoides y taninos condensados) en plantas y frutos. 
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1.2.1 Objetivos específicos 
 
 Determinar los efectos de las NPs ZnO en la germinación de semillas, 
el crecimiento de las plántulas y la actividad de enzimas antioxidantes 
de Capsicum chinense (Capitulo 2). 
  
 Evaluar los efectos de las NPs ZnO en la germinación de semillas, el 
crecimiento de las plántulas, la biosíntesis de compuestos fenólicos 
(fenoles totales, flavonoides y taninos condensados), y la capacidad 
antioxidante del DPPH de los extractos de plántulas expuestas a NPs 
ZnO (Capitulo 3). 
 
 Comparar las respuestas de crecimiento de las plantas de chile 
habanero a las aplicaciones foliares de ZnSO4 y NPs ZnO, y analizar la 
calidad y la acumulación de compuestos bioactivos en los frutos 
obtenidos de plantas sometidas a compuestos basados en Zn (Capítulo 
4). 
 
Por lo tanto, para cumplir con el objetivo general de esta investigación evaluamos el 
impacto de la aplicación de suspensiones con NPs ZnO en diferentes etapas del 
desarrollo fenologico de C. chinese (semilla, desarrollo de plántulas y crecimiento de 
plantas). En la primera etapa, determinamos los efectos de las NPs ZnO en el 
crecimiento de plántulas de C. chinense y la actividad de enzimas antioxidantes 
(capítulo 2). En la segunda etapa, se evaluó el impacto de las NPs ZnO en el 
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contenido de compuestos fenólicos y la actividad antioxidante de Capsicum annum 
durante la germinación (capítulo 3). En la última etapa, se determinó el efecto de la 
aplicación folar de NPs ZnO y ZnSO4 en el crecimiento y rendimiento de las plantas 
de C. chínense, además de cuantificar la acumulación de compuestos bioactivos y la 
capacidad antioxidante de los frutos (capítulo 4). Por lo qué, consideramos que los 
resultados de esta investigación contribuyen a la información científica relacionada 
con las interacciones del sistema NPs ZnO-planta, y puede emplearse como un 
patrón de referencia para la producción de chile habanero. 
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CAPÍTULO 2: EFECTOS DE LAS NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE ZINC EN EL 
CRECIMIENTO Y ENZIMAS ANTIOXIDANTES DE Capsicum chinense 
 
Josué Israel García-Lópeza, Ricardo Hugo Lira-Saldivarb, Francisco Zavala-
Garcíaa, Emilio Olivares-Sáenza, Guillermo Niño-Medinaa, Norma Angélica Ruiz-
Torresc, Bulmaro Méndez-Argüellob & Enrique Díaz-Barrigab (2018): Effects of 
zinc oxide nanoparticles on growth and antioxidant enzymes of Capsicum 
chinense, Toxicological & Environmental Chemistry, DOI: 
10.1080/02772248.2018.1550781  
Fecha de publicación: 22 de Noviembre 2018 (Apéndice 1) 
aUniversidad Autónoma de Nuevo León, Facultad de Agronomía, Laboratorio de 
Química y Bioquímica, Francisco Villa S/N, Col. Ex-Hacienda el Canadá, C.P. 66050 
General Escobedo, Nuevo León, Mexico. 
bCentro de investigación en Química Aplicada, Departamento de Agroplasticultura, 
Enrique Reyna H. No. 140, San José de los Cerritos, 25294 Saltillo, Coahuila. 
cCentro de Capacitación y Desarrollo en Tecnología de, Semillas, Universidad 
Autónoma Agraría Antonio Narro, Calzada Antonio Narro. No.1923, Buenavista, C.P. 
25315 Saltillo, Coahuila. 
*Autor de correspondencia: hugo.lira@ciqa.edu.mx  
 
2.1 Resumen 
 
Los efectos de las suspensiones de nanopartículas de óxido de zinc a 
concentraciones entre 100 y 500 mg L-1 sobre la germinación de semillas de 
Capsicum chinense y el vigor de las plántulas se evaluaron mediante un diseño 
completo aleatorizado con cuatro repeticiones, lo que resultó en un aumento de la 
germinación y un mejor desarrollo de las longitudes de plúmula y radícula. Las 
actividades de peroxidasas, catalasas y ascorbato peroxidasas fueron determinadas,  
lo que demostró que a todas las concentraciones las actividades de las dos primeras 
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enzimas aumentaron, mientras que la actividad de la ultima enzima se redujó a 500 
mg L-1. Los pretratamientos de semillas con nanopartículas de ZnO pueden mejorar 
la germinación y el desarrollo de las plántulas y las actividades de las enzimas 
antioxidantes. 
 
2.2 Introducción  
 
Los nanomateriales tienen un gran potencial para modificar las prácticas agrícolas 
convencionales. Las nanopartículas derivadas de hierro, cobre, plata y zinc se 
utilizan como fertilizantes (Liu y Lal, 2015) o pesticidas (Grillo et al., 2016). Las 
nanopartículas de óxido de zinc (NPs ZnO) demostraron influir en la anatomía, 
bioquímica y fisiología de las plantas (Zafar et al., 2016). Además, algunos autores 
mencionan que las NPs ZnO son agentes antimicóticos que controlan la infección y 
la propagación de hongos fitopatógenos como Penicillium expansum, Bortrytis 
cinerea, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus y Fusarium 
culmorum (Devipriya y Roopan, 2017; Hao et al., 2017). 
 
También, se ha demostrado que las NPs ZnO aumentan las tasas de germinación de 
semillas (Rawat et al., 2018) y promueven el crecimiento de plúmulas y radículas, así 
como la acumulación de biomasa de las plantas (Janmohammadi y Sabaghnia 2015; 
Razzaq et al. 2015). Probablemente, debido a su naturaleza como micronutriente 
esencial, el zinc juega un papel importante en el funcionamiento de la planta, como 
en la regulación de las auxinas por medio de la síntesis de triptófano y al ser un 
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cofactor en las enzimas redox como superóxido dismutasa y deshidrogenasas 
(Narendhran et al., 2016). 
 
Venkatachalam et al. (2017), también demostraron la mejora del crecimiento con la 
aplicación de NPs ZnO en plantas de algodón (Gossypium hirsutum L.). De manera 
similar, Elizabath et al. (2017) verificaron que las NPs ZnO estimularon algunos 
atributos de rendimiento como el número de flores y frutos; sin embargo, otros 
metales como las nanopartículas de óxido de cobre a 1000 mg L-1 indujeron una 
inhibición significativa en la germinación de semillas y el crecimiento de plántulas de 
Vigna radiata (Singh et al., 2017). Las nanopartículas metálicas adicionales como el 
óxido férrico (Fe2O3) y el óxido de titanio (TiO2) también inhibieron la germinación de 
las semillas de Oryza sativa (Hao et al., 2016). Asimismo, Priester et al. (2012) 
detectaron disminución en el crecimiento y rendimiento de las plantas de Glycine 
max expuestas a NPs CeO2.  
 
Como resultado, los hallazgos de diferentes investigadores sugieren efectos positivos 
y negativos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas por parte de las NPs, y 
parece que su influencia en las plantas depende de la composición, concentración, 
tamaño, propiedades físicas y químicas de las NPs, así como de la especie (Siddiqui 
et al. 2015). Los efectos positivos de las NPs en las plantas son el resultado de que 
los materiales aplicados a nanoescala modifican sus características físicas, químicas 
y biológicas, así como sus propiedades catalíticas, que a su vez impactan en la 
fisiología y bioquímica de las plantas. 
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Las NPs mejoran la capacidad de las plantas para absorber y utilizar agua y 
fertilizantes, junto con la estimulación de los sistemas antioxidantes (Qados, 2015). 
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue investigar los efectos de las NPs ZnO en 
la germinación de semillas, el crecimiento de las plántulas y las enzimas 
antioxidantes de Capsicum chinense, ya que el chile habanero es un cultivo 
importante con una demanda creciente en los mercados mexicanos e internacionales 
y por qué, a pesar de su creciente importancia, no se ha realizado ninguna 
investigación sobre las respuestas de C. chinense a las NPs ZnO. 
 
2.3 Materiales y métodos  
 
2.3.1 Material genético 
 
La variedad de C. chinense utilizada fue Chichen Itza (Seminis, St. Louis, MO, USA), 
es una planta vigorosa y de maduración temprana que puede cultivarse hasta dos 
semanas antes que otras variedades. Los frutos tienen tres lóculos y un atractivo 
color naranja, que se caracterizan por su alto grado de pugnecencia con 10,500 
unidades de picor Scoville cuando están fresco y hasta 200,000 cuando están en 
seco. 
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2.3.2 Caracterización de nanopartículas  
 
Las NPs ZnO utilizadas en este trabajo se adquirieron de Materiales 
Nanoestructurados y Amorfos Inc. (Houston, TX, USA). La morfología y 
microestructura de las muestras se examinaron mediante microscopía electrónica de 
transmisión convencional y de alta resolución (TEM y HRTEM) y difracción de 
electrones de área seleccionada (SAED) usando un microscopio (FEI-TITAN 80–
300kV, Fisher Scientific, Hillsboro, OR, USA), operado a una tensión de aceleración 
de 300 kV. Las micrografías TEM y HRTEM se procesaron por medio del software de 
transformación rápida de Fourier (Digital Micrograph 3.7.0, Gatan Software, 
Pleasanton, CA, USA). 
 
2.3.3 Tratamientos 
 
Las NPs ZnO se prepararon en suspesiones con un tamaño de 18 ± 8 nm. La 
concentración inicial fue de 2000 mg L-1, preparada en agua desionizada estéril y 
dispersada con un sonicador de sonda (Q500-110, Qsonica, Newtown, CT, USA), 
durante 25 min. La suspensión se diluyó y se usaron muestras de 100, 200, 300, 400 
y 500 mg L-1. El tiempo de dispersión y las concentraciones se estandarizaron 
mediante un experimento preliminar. 
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2.3.4 Germinación de semillas y crecimiento de plántulas 
 
Las semillas se contaron en lotes de 100 por tratamiento, se usaron pinzas de 
disección para colocar las semillas en recipientes de tereftalato de polietileno de 15 
cm y 20 cm sobre dos capas de papel de filtro (Whatman, diámetro 90 mm). Los 
tratamientos utilizados fueron los siguientes: 100 mg L-1 (T2), 200 mg L-1 (T3), 300 
mg L-1 (T4), 400 mg L-1 (T5) y 500 mg L-1 (T6) de suspensiones con NPs ZnO. Las 
semillas de control (T1) se trataron con agua destilada. Los tratamientos se aplicaron 
una vez durante la etapa de imbibición con una pipeta (PIPETMAN Classic 1–10mL, 
Gilson, Middleton, WI, EE. UU.). Se agregaron diez mililitros de suspensión de NPs 
ZnO a las concentraciones mencionadas anteriormente para cada tratamiento. Las 
semillas se colocaron durante 72 h en una cámara de prueba (Equitec EGCS 3S, 301 
3SHR, Equitek, Guadalajara, M exico) a 25 °C ± 2 °C con un fotoperíodo de 16 h de 
luz y 8 h de oscuridad. 
 
Una vez que se completó el período de imbibición de la semilla, se plantaron cuatro 
réplicas de 25 semillas por tratamiento en papel Anchor (Seedburo Equipment 
Company, Hidalgo, TX, USA). El papel de Anchor se humedeció con agua destilada, 
luego se colocaron 25 semillas horizontalmente sobre el papel, cuidando que el 
embrión de semillas se ubicara hacia abajo; luego se humedeció otro papel del 
mismo tamaño para cubrir las semillas. Posteriormente, se plegaron en un rollo de 4 
cm de ancho, se colocaron en cestas de tereftalato de polietileno de 20 cm de ancho 
y 45 cm de alto, y se volvieron a colocar en la cámara de prueba durante 14 días. El 
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bioensayo se desarrolló de acuerdo con las normas ISTA (2004). El vigor (V%) se 
determinó como porcentaje de plántulas normales del número total de plántulas, y la 
tasa de germinación (G%), como porcentaje de semillas germinadas del número total 
de semillas, registrado 7 y 14 días después de la siembra; La biomasa fresca por 
plántula se determinó después de los 14 días (Corral-Díaz et al., 2014).  
 
Las plántulas normales fueron aquellas que tenían raíz y plúmula, cada una de ellas 
con un desarrollo total de 2.0 cm. La longitud de la plúmula se midió desde la 
intersección raíz-hipocotilo hasta la base del cotiledón, mientras que la longitud de la 
radícula se midió desde la base del hipocotilo hasta el ápice de la radícula. La 
biomasa fresca de las plántulas normales se determinó al final del bioensayo con una 
balanza analítica. 
 
2.3.5 Actividad enzimática 
 
Al final del bioensayo, las plántulas fueron colocadas en bolsas de polietilo y 
congeladas con nitrógeno líquido. Las muestras fueron procesadas para determinar 
la actividad de peroxidasas (POD), ascorbato peroxidasas (APX) y catalasas (CAT). 
Por lo tanto, se utilizaron 200 mg de tejido (plúmula y radícula) para obtener el 
extracto proteico según Elavarthi y Martin (2010). En un mortero precongelado, el 
tejido se macero con nitrógeno líquido añadiendo polivinilpirrolidona al 0.1%, las 
muestras se recogieron en microtubos de centrifugación y 1 mL de tampón de 
extracción (tampón de fosfato 100 mmol L-1, pH 7, suplementado con EDTA 0.1 mmol  
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L-1) se agregó a cada muestra. Las mezclas se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 
min a 4 ºC. Los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C. 
 
2.3.6 Actividad de POD 
 
La actividad de POD se determinó de acuerdo con Kwak et al. (1995) usando 
pirogalol como sustrato. El volumen de reacción fue de 3 mL que contenía 15 µL del 
extracto de proteína, 2.5 mL de tampón fosfato (pH 8, 100 mmol L-1), 320 µL de 
pirogalol al 5% y se hizo reaccionar con 165 µL de H2O2 a 0.147 mmol L
-1 (Sigma 
Aldrich, St Louis, MO, USA). La reacción se inició mediante la adición de H2O2, y el 
aumento de la absorbancia se midió a 420 nm cada 20 segundos durante 1 min. Una 
unidad de actividad de POD se define como 1.0 mg de purpurogallina formada en 20 
s a pH 6 a ϵ = 26.6 mM-1 cm-1. 
 
2.3.7 Actividad de APX 
 
La actividad APX se determinó como se describe por Nakano y Asada (1981); 
después de la disminución de la absorbancia a 290 nm debido a la oxidación del 
ascorbato. La mezcla de reacción consistió en 15 µL de extracto de proteína, 885 µL 
de tampón fosfato (pH 7, 50 mmol L-1), 50 µL de ácido ascórbico a 10 mmol L-1 y 
reaccionó con 50 µL a 10 mmol L-1 de H2O2. La actividad APX se expresó como la 
cantidad de proteína que produce 1 mmol de ascorbato oxidado por minuto (ϵ = 2.8 
mM-1 cm-1). 
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2.3.8 Actividad de CAT 
 
La descomposición de H2O2 se midió por la disminución de la absorbancia a 240 nm 
según Elavarthi y Martin (2010). La mezcla de reacción consistió en 15 µL de 
extracto de proteína, 965 µL de tampón fosfato (pH 7, 50 mmol L-1) y reaccionó con 
20 µL de 0.5 mmol L-1 de H2O2 en un volumen de reacción de 1 mL (ϵ = 0.04 µM
-1 
cm-1). 
 
2.3.9 Diseño experimental y análisis estadístico 
 
El diseño experimental utilizado fue completamente al azar con seis tratamientos y 
cuatro repeticiones; el modelo lineal general fue Yij = µ + αi + eij, donde la variable de 
respuesta es Yij, µ el promedio general, αi el efecto de las concentraciones de NPs 
ZnO y eij el error experimental. La unidad experimental consistió en un rollo de papel 
Anchor que contenía 25 semillas de chile habanero. 
 
Las evaluaciones de los datos se determinaron mediante análisis de varianza y la 
comparación promedio de los tratamientos mediante la prueba de Tukey (p≤0.05) 
(SPSS Statistics, 21 Version). Para evaluar las posibles tendencias lineales (L) 
cuadráticas (Q) o cúbicas (C) de cada variable y tratamiento, se realizó un análisis 
polinomial ortogonal. En el análisis de polinomios ortogonales, las tendencias L, Q y 
C se consideraron significativas a un nivel de p≤0.05. 
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2.4 Resultados y discusión 
 
2.4.1 Caracterización de NPs ZnO 
 
En la imagen TEM de la muestra de ZnO NPs (Figura 1 (a)), se puede identificar la 
morfología cuasi esférica de las NPs que aparecen dispersas en la rejilla del 
microscopio. En la Figura 1 (b), se muestra una imagen TEM representativa de una 
NP; se pueden observar franjas de celosía con una separación de 2.81 Å, 
correspondiente a los planos de celosía {100} de la estructura hexagonal de ZnO. La 
Figura 1 (c) muestra la distribución de tamaños de las NP obtenidas midiendo más 
de 300 partículas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Las micrografías de NPs ZnO: imagen típica de TEM (a) y HRTEM (b) 
Distribución del tamaño de NPs (c). El patrón SAED típico para el área observada en 
el panel (a,d), 5 1/nm corresponde al vector de red real y el espacio recíproco. 
 
 
La mayoría de las partículas (75%) tenían diámetros de 12-24 nm, y el 30% 
mostraban tamaños mayores de 12 nm y menores de 20 nm. La Figura 1 (d), es un 
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patrón SAED de las muestra de ZnO, con anillos irregulares asociados con los 
planos (100), (002), (102) y (110) de la estructura cristalina del óxido de zinc. 
 
2.4.2 Efecto de las NPs ZnO sobre la germinación y el vigor de las semillas 
 
En la Figura 2, se muestran los efectos de las NPs ZnO en variables asociadas con 
la calidad fisiológica de las semillas. Para el vigor, se puede observar una tendencia 
lineal creciente (p≤0.01); a medida que aumentaron las concentraciones de NPs 
ZnO, el vigor de la semilla mejoró (Figura 2 (a)). 
 
 
Figura 2. Dependencia de la concentración de NPs ZnO y análisis de polinomios 
ortogonales para V%, G % y biomasa fresca (mg). 
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El aumento más fuerte se encontró a una concentración de 500 mg L-1, excediendo 
al tratamiento control (0 mg L-1) en un 126%. Con respecto a la germinación y la 
biomasa fresca, se observan diferencias significativas (p≤0.01) y tendencias 
cuadráticas (p≤0.01). Es importante tener en cuenta que, a medida que los niveles de 
NPs ZnO aumentaron en un rango de 100-400 mg L- 1, la biomasa fresca se vio 
afectada positivamente (Figura 2 (b)). La biomasa máxima se alcanzó a 400 mg L-1, 
ya que excedió el control (0 mg L-1) en un 114%; a una concentración de 500 mg L- 1, 
se encontró una pequeña reducción en un 9% en comparación con 400 mg L-1. 
 
El crecimiento de las plántulas presentó una tendencia similar; a concentraciones de 
100, 200 y 300 mg L-1 hubo un aumento (Figura 2 (c)); el mayor crecimiento se 
alcanzó con 300 mg L-1, excediendo el tratamiento de control (0 mg L-1) en un 250%. 
Sin embargo, a 400 y 500 mg L-1, hubo una ligera disminución (7% y 11%, 
respectivamente), en comparación con el tratamiento de 300 mg L-1, en el que se 
observó el mayor efecto. Burman et al. (2013) informaron resultados análogos, ya 
que la respuesta máxima con respecto al peso seco del brote se observó en 
plántulas de garbanzo tratadas con 1.5 mg L-1 de NPs ZnO, mientras que a 10 mg L-1 
las NPs ejercieron efectos opuestos en el crecimiento de la raíz. Esto también ha 
sido informado por Rameshraddy et al. (2017), quienes mostraron que la germinación 
y el crecimiento de las plántulas se estimulan a bajas concentraciones de NPs ZnO, 
mientras que las altas concentraciones pueden ser fitotóxicas. En el presente 
estudio, hubo una respuesta clara de las semillas de chile habanero a los 
tratamientos con NPs ZnO; se detectó un fuerte efecto en algunos rasgos fisiológicos 
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y bioquímicos. En la Figura 3, se muestran los efectos de las concentraciones de 
NPs ZnO sobre el vigor y el crecimiento de las plántulas. 
 
. 
Figura 3. Longitud de plúmula y radícula de plántulas de C. chinense debido al efecto 
de cinco concentraciones de NPs ZnO. 
 
Pandey et al. (2010) y Prasad et al. (2012), informaron previamente el efecto  
alentador de las NPs ZnO sobre la germinación en semillas de garbanzo y maní. La 
razón aparente del efecto estimulante sobre la germinación es la penetración de las 
NPs en las semillas, lo que permite la imbibición de Zn, agua y micronutrientes, 
acelerando la movilización de reservas que apoyan las primeras etapas del proceso 
de germinación (Lin y Xing, 2007). La presencia de NPs ZnO durante la germinación 
conduce a la biosíntesis de hormonas, especialmente a las auxinas y giberelinas, 
que promueven la movilización de reservas de las semillas, lo que resulta en 
plántulas con mayor longitud, así como la promoción del crecimiento y el rendimiento 
(El-Kereti et al., 2013). 
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Krishna y Natarajan (2014), sugirieron que los efectos beneficiosos de las NPs ZnO 
podrían atribuirse a una mayor activación de enzimas como la amilasa α y β que son 
responsables de las reacciones metabólicas en la etapa de germinación. Además, el 
nivel de ácido acético indol en las raíces y los brotes podría aumentarse, lo que a su 
vez aumenta el vigor de la germinación y el crecimiento de las plántulas. Por lo tanto, 
la mejora de los caracteres asociados con la calidad fisiológica de las semillas se 
atribuye al hecho de que las NPs metálicas inducen reacciones de fotoesterilización y 
fotogeneración de ROS como aniones de superóxido e hidróxido que a su vez 
estimulan la penetración de iones y promueven la absorción de agua y oxígeno, 
necesaria para una mayor velocidad de germinación (Gokak y Taranath, 2015). Por 
otro lado, Hatami et al. (2014) declararon que la aplicación de NPs TiO2 estimuló la 
germinación de plantas medicinales y aromáticas, pero esta respuesta dependía de 
la concentración con NPs y el genotipo de la planta. 
 
Almutairi y Alharbi (2015), señalaron que el uso de nanomateriales está aumentando 
debido a su impacto positivo en diferentes sectores, incluida la agricultura. Cuando 
utilizaron NPs AG, se facilitó la aparición de plantas de Zea mays, Citrullus lanatus y 
Cucurbita pepo. El crecimiento y el rendimiento mejorados en algunos cultivos 
pueden estar relacionados con el valor nutricional de las NPs, especialmente para los 
micronutrientes esenciales para el crecimiento y la defensa (Servin et al., 2015). 
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2.4.3 Longitud de plúmula y radícula 
 
Los NPs ZnO influyeron positivamente en la longitud de la plúmula (Figura 4 (a)), 
alcanzando 4.5 cm a 300 mg L-1, excediendo las plántulas del control en 3.4 cm, o 
25%. A 400 y 500 mg L-1, las longitudes de las plumulas fueron 4.3 cm o 4.5% más 
cortas que a 300 mg L-1. La estimación del punto máximo para la función del modelo 
cuadrático fue 310 mg L-1. La tendencia fue similar para el crecimiento de radícula, 
mostrando también un efecto cuadrático (Figura 4 (b)). El crecimiento de las 
radículas aumentó hasta 300 mg L-1 de NPs ZnO, alcanzando 4 cm por encima del 
control (3.4 cm) en un 17%; mientras que a 400 y 500 mg L-1 disminuyó en un 5% y 
7% en comparación con 300 mg L-1, el máximo estimado utilizando un modelo 
cuadrático (Figura 4). 
 
Figura 4. Regresión cuadrática lineal para las variables longitud de plúmula y radícula 
de las plántulas de C. chinense. 
 
Es conocido, que las NPs ZnO promueven el crecimiento de plántulas y plantas 
(Siddiqui et al., 2015). Prasad et al. (2012), mostraron que el tratamiento con NPs 
NPs ZnO a 1000 mg L-1 mejoró las propiedades fisiológicas y bioquímicas en las 
semillas de maní, lo que resultó en un aumento del vigor, así como en el 
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alargamiento de raíces y tallos, en contraste con el trabajo actual en el que la mayor 
concentración de NPs ZnO afectó negativamente las longitudes de las radículas. 
Este resultado está en línea con informes anteriores; por ejemplo, Boonyanitipong et 
al. (2011) declararon que a 500 mg L-1 de NPs ZnO inhibieron el alargamiento de las 
raíces de las plántulas de Oryza sativa. De manera similar, el efecto de las NPs ZnO 
en las plántulas de Allium cepa reveló que el desarrollo de las plántulas aumentó en 
concentraciones de 10 a 20 µg mL-1 de NPs ZnO, disminuyendo en las 
concentraciones de 30 y 40 µg mL-1, lo que sugiere efectos fitotóxicos (Raskar y 
Laware, 2014). Además, Lin y Xing (2007) demostraron que 2000 mg L-1 impidieron 
el crecimiento de las raíces en las plántulas de Raphanus sativus y Lolium perenne, 
notando que esto ocurrió durante la incubación de las semillas y no durante el 
período de imbibición. 
 
En estudios realizados por Narendhran et al. (2016) declararon que la aplicación de 
NPs ZnO extendió la longitud de las raíces de Sesamum indicum a 0.1, 0.25 y 0.5 mg 
L-1, y en concentraciones de 1.0 y 2.0 mg L-1, describen una disminución. Sin 
embargo, es difícil establecer un modelo de respuesta de los efectos de NPs ZnO en 
la fisiología de las plantas, ya que el efecto depende de la especie y la concentración 
(Lin y Xing, 2007; Arruda et al., 2015). Nuestros resultados sugieren que las bajas 
concentraciones de NPs ZnO (100–300 mg L-1) indujeron el crecimiento de la 
plántula y la radícula, mientras que las concentraciones más altas (400–500 mg L-1) 
inhiben el crecimiento de las plántulas (Figura 3). 
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2.4.4 Actividad enzimática antioxidante 
 
Las actividades enzimáticas antioxidantes se analizaron para determinar los posibles 
efectos fitotóxicos de las NPs ZnO. En comparación con el control, todos los 
tratamientos con NPs ZnO implicaron un aumento significativo (p≤0.05) en la 
actividad de POD (Figura 5 (a)).  
 
La mayor actividad se detectó a la concentración de 400 mg L-1 (4.7 ± 0.5 Ui mL
-1), 
siendo 2.3 veces o 135% mayor que el control (2.0 ± 0.4 Ui mL
-1). Esto sugiere que 
las NPs ZnO estimularon el sistema de defensa antioxidante, siendo el primer efecto 
tóxico detectado cuando los NPs ingresan en semillas y plantas (López-Moreno et 
al., 2010; Ghosh et al., 2016). Demanera similar, Dimpka et al. (2012) notaron que la 
aplicación de 500 mg L-1 a Triticum aestivum aumentó la actividad de POD. Esta 
enzima es parte del sistema de defensa antioxidante, convirtiendo H2O2 en agua y 
oxígeno, proporcionando protección contra el daño oxidativo (Manke et al., 2013; 
Chang et al., 2012). 
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Figura 5. Actividad de las enzimas antioxidante en plántulas de C. chinense tratadas 
con NPs ZnO. (a) actividad de peroxidasa (POD), (b) actividad de ascorbato de 
peroxidasa (APX), (c) actividad de catalasa (CAT). T1 = 0 mg L-1, T2 = 100 mg L-1; T3 
= 200 mg L-1; T4 = 300 mg L-1; T5 = 400 mg L-1; T6 = 500 mg L-1. Los valores son 
promedios de cuatro repeticiones (n = 4), las barras representan el error estándar de 
la media, diferentes letras son estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 
 
El aumento en las actividades APX y CAT (Figura 5 (b, c)) fue similar al de POD. Los 
NPs ZnO produjeron un aumento dependiente de la concentración en la actividad 
APX en las plántulas de C. chinense; a una concentración de 400 mg L-1 se encontró 
un aumento de cuatro veces o 300% (0.45 ± 0.02 Ui mL
-1) en comparación con el 
control (0.11 ± 0.05Ui mL
-1) y, a 500 mg L-1 la actividad de APX disminuyó a 0.31 ± 
0.05 Ui mL
-1. La actividad de CAT (Figura 5 (c)) a 500 mg L-1 de NPs ZnO, obtuvo el 
valor máximo (0.18 ± 0.01 Ui mL
-1), superando en 6.4 veces (544%) en relación con 
el control (0.003 ± 0.0001 Ui mL
-1). 
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A medida que aumenta la cantidad de ROS, la actividad de APX se redujó. 
Curiosamente, en las mismas circunstancias, la actividad de la enzima CAT 
aumentó, lo que probablemente indica que el sistema de enzimas antioxidantes se 
está adaptando para contrarrestar la producción excesiva de ROS. Como se 
demostró anteriormente, cuando la concentración celular de ROS aumenta debido al 
estrés biótico y abiótico, el equilibrio de los sistemas de defensa antioxidante en las 
plantas se puede inhibir o modular para evitar el estrés oxidativo que causa la 
peroxidación lipídica, la oxidación de proteínas y la inhibición de las enzimas 
antioxidantes (Sharma et al., 2012; Prakash y Chung, 2016). 
 
2.5 Conclusiones 
 
En este trabajo, todos los tratamientos con NPs ZnO tuvieron un efecto promotor en 
la germinación, así como en el vigor de las semillas y el crecimiento de las plántulas, 
por lo tanto, tienen un gran potencial para mejorar la agricultura como 
nanofertilizantes. El aumento de NPs ZnO en un rango de 0 a 300 mg L-1, mejoró el 
desarrollo de plúmula y radícula, mientras que a 400 y 500 mg L-1, presentó una 
disminución en ambos tejidos. Como resultado, las altas concentraciones de NPs 
ZnO podrían ser tóxicas para el crecimiento de las plantas de chile habanero. Los 
resultados también mostraron que al aumentar las concentraciones de NPs ZnO 
hubo un aumento significativo en la actividad de las enzimas antioxidantes, como 
POD, APX y CAT, asociadas con el estrés oxidativo. Estos resultados contribuyen a 
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explicar el efecto de las NPS ZnO sobre la germinación y el vigor de las semillas, 
además de los posibles efectos fitotóxicos en las plántulas. 
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3.1 Resumen 
 
En esta investigación se determinaron los efectos de las nanopartículas de óxido de 
zinc sobre la germinación de semillas y el crecimiento de plántulas de Capsicum 
annuum L. También, se determinó el contenido de fenoles totales, flavonoides totales 
y taninos condensados, así como la capacidad antioxidante del 2,2-difenil-1-
picrylhydrazyl (DPPH). Los resultados indicaron que los tratamientos con 
37 
 
 
 
 
nanopartículas de óxido de zinc (NPs ZnO) mejoraron la tasa de germinación de las 
semillas durante los primeros siete días. La germinación del vigor de la semilla 
aumentó en 123.5%, 129.4% y 94.1% con suspensiones de NPs ZnO a 100, 200 y 
500 ppm, respectivamente. Los parámetros morfológicos probados revelaron que los 
tratamientos con NPs ZnO no afectaban significativamente el desarrollo de la 
plúmula, pero tenían un impacto significativo (p≤0.01) en la longitud de la radícula. 
Las suspensiones a 100, 200 y 500 ppm de NPs ZnO inhibieron el crecimiento de la 
radícula de las plántulas y promovieron la acumulación de compuestos fenólicos, con 
un efecto un fitotóxico en este órgano. Los resultados sugirieron que las NPs ZnO 
influyeron en el vigor de las semillas, desarrollo de las plántulas y promueven la 
acumulación de compuestos fenólicos deseables en la radícula.  
 
3.2 Introducción 
 
La nanotecnología ha llamado la atención de los investigadores en los últimos años. 
El término "nanotecnología" puede definirse como el diseño, síntesis, manipulación y 
aplicación de agregados atómicos o moleculares con una dimensión entre 1 y 100 
nm (Hajra et al., 2017). La metodología y el procesamiento de ingeniería que 
producen nanopartículas metálicas (NPs) alteran sus propiedades físicas y químicas, 
así como su reactividad, debido a su pequeño tamaño y alta relación de volumen 
superficial (Anusuya et al., 2016). Esta nueva tecnología de nanomateriales se ha 
aplicado a las prácticas agrícolas modernas, con el uso de pesticidas sintéticos y 
fertilizantes en la nueva revolución verde (Lira-Saldívar et al., 2018). . 
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En consecuencia, se ha desarrollo una variedad de NPs basadas en metales como el 
hierro (Fe), cobre (Cu), plata (Ag), zinc (Zn) y polímeros de óxido de metal como el 
óxido de zinc (ZnO) y el dióxido de titanio (TiO2) para usos agrícolas como 
nanofertilizantes (Liu y Lal, 2015). Dado que el ZnO desempeña un papel vital en las 
respuestas fisiológicas y anatómicas, las nanopartículas de óxido de zinc (NPs ZnO) 
se utilizan principalmente en aplicaciones agrícolas (Agarwal et al., 2017). El ZnO 
participa en la regulación del metabolismo hormonal: modifica los niveles de auxina a 
través de la biosíntesis de triptófano y es esencial para la activación de varias 
enzimas, como la superóxido dismutasa y las deshidrogenasas (Narendhran et al., 
2016).  
 
Las NPs ZnO podrían aplicarse potencialmente como agentes bacteriostáticos para 
controlar la propagación y la infección de patógenos (Raskar y Laware, 2014), así 
como para mejorar la germinación de las semillas, el índice de vigor de las plántulas, 
la longitud de la plúmula y la radícula (Singh et al., 2016). En los últimos años, se ha 
confirmado la acción promotora en la germinación de semillas en diversas especies 
con la aplicación de NPs ZnO (Zafar et al., 2016). Sin embargo, algunos autores han 
informado sobre los efectos fitotóxicos de las NPs ZnO (Burman et al., 2013). La 
fitotoxicidad es una preocupación principal en la aplicación de nanomateriales 
durante la germinación de semillas y el crecimiento de las plántulas (Yang et al., 
2015), debido a que la germinación de semillas es particularmente sensible a las 
condiciones de estrés. La aplicación de NPs ZnO, como nanofertilizantes puede 
39 
 
 
 
 
producir cambios tóxicos en la actividad biológica como la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ERO) (Xiang et al., 2015). 
 
Las NPs inducen estrés oxidativo en los tejidos, lo que puede desencadenar su 
metabolismo y dar como resultado una mayor producción de metabolitos secundarios 
y una mejor actividad antioxidante (Večeřová et al., 2016). Estos fitoquímicos son 
responsables de la neutralización de los radicales libres tóxicos y la prevención de 
reacciones de oxidación excesiva (Franklin et al., 2009). Sin embargo, el mecanismo 
de fitotoxicidad de las NPs ZnO durante la germinación y el crecimiento de las 
plántulas no se ha establecido (Marslin et al., 2017).  
 
Pruebas recientes sobre la germinación de semillas y el crecimiento de plantas 
tratadas con diferentes tipos y concentraciones de NPs han demostrado su posible 
fitotoxicidad a corto plazo (Awasthi et al., 2017). Sin embargo, ningún estudio ha 
abordado específicamente los efectos de las NPs ZnO sobre la biosíntesis de 
diferentes tipos de metabolitos secundarios y su efecto biológico sobre la 
germinación de semillas y el crecimiento temprano de las plántulas de Capsicum 
annuum L. Por lo tanto, esta investigación empleó Capsicum annuum L. como 
modelo para definir los efectos de las NPs ZnO en la germinación de semillas, el 
crecimiento de las plántulas, la biosíntesis de compuestos fenólicos (fenoles totales, 
flavonoides y taninos condensados) y la capacidad antioxidante del DPPH de los 
extractos de plántulas expuestas a NPs ZnO. 
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3.3 Materiales y métodos 
 
3.3.1 Material vegetal  
 
La variedad de Capsicum annuum L. empleada en esta investigación fue San Luis 
(Hydro Environment, Tlalpan, México). Esta variedad produce frutos grandes (12 a 15 
cm de largo en promedio). La planta es muy vigorosa y su dosel proporciona una 
excelente cobertura. La cosecha es semi-concentrada y uniforme, y se recomienda 
para el consumo en el mercado fresco y el procesamiento de deshidratación. 
 
3.3.2 Caracterización de las NPs ZnO 
 
Las NPs ZnO se compraron en materiales Nanoestructurados y Amorfos Inc. 
(Houston, TX, USA). Las NPs se caracterizaron morfológica y estructuralmente por 
microscopía electrónica de transmisión (TEM), microscopía electrónica de 
transmisión de alta resolución (HRTEM) y difracción de área seleccionada (SAED) 
utilizando un microscopio FEI-TITAN 80–300kV operado a un voltaje de aceleración 
de 300kV (FEI-TITAN 80– 300 kV, Fisher Scientific, Hillsboro, OR, USA). Las 
micrografías TEM y HRTEM fueron procesadas por el software de transformación 
Fast Fourier (Digital Micrograph 3.7.0, Gatan Software, Pleasanton, CA, USA). 
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3.3.3 Tratamientos 
 
Las suspensiones de NPs ZnO se prepararon a 100, 200 y 500 ppm en base a los 
estudios realizados por Sheteiwy et al. (2016) y Salah et al. (2015). Para garantizar 
una dispersión uniforme, todas las suspensiones se sonicaron con un sonicador 
Q500 (Qsonica Newtown, CT, USA) durante 25 min a 120 voltios-3 amps, y de 50 a 
60 Ghz. El proceso de preparación de las suspensiones con NPs ZnO se realizó en 
base a una metodología ya establecida por Pullagurala et al. (2018). 
 
3.3.4 Germinación de semillas y crecimiento de plántulas 
 
Las semillas se contaron en lotes de 100 por tratamiento y con unas pinzas se 
colocaron en una placa de Petri (15 cm x 20 cm), encima de dos capas de papel de 
filtro (Whatman, 90 mm de diámetro). Posteriormente, se aplicaron cuatro 
tratamientos como suspensiones de NPs ZnO, 0 ppm (T1 control, tratado con agua 
destilada), 100 ppm (T2), 200 ppm (T3) y 500 ppm (T4). Diez mililitros de cada 
tratamiento con suspensiones de NPs ZnO se tomaron con una pipeta (Pipetman 
Classic 1-10 mL) y se agregaron a las semillas para su imbibición. Luego se 
colocaron las placas de Petri durante 72 h en una cámara de crecimiento (Equitec 
EGCS 3S, 301 3SHR, Guadalajara, México) a 25 °C ± 1 °C bajo un fotoperíodo de 16 
h de luz y 8 h de oscuridad. 
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Una vez que se completó el período de imbibición de semillas, se plantaron cuatro 
réplicas de 25 semillas por repetición para cada tratamiento en una hoja de papel 
Anchor (Seedburo Equipment Company, Des Plaines, IL, USA). El papel se 
humedeció con agua destilada y las semillas se colocaron horizontalmente sobre el 
papel, asegurando que el embrión se orientará hacia abajo. Luego se humedeció otra 
hoja de papel para cubrir las semillas. Posteriormente, las hojas se doblaron en un 
rollo, de aproximadamente 4 cm de ancho. Una vez enrolladas, las láminas se 
colocaron en cestas de tereftalato de polietileno (20 cm × 45 cm). Las canastas se 
volvieron a colocar en una cámara de prueba EGCHS 301 (Equitec, Madrid, España) 
a 25 °C y 75% de humedad relativa durante 14 días. 
 
El bioensayo siguió los protocolos de la Asociación Internacional de Pruebas de 
Semillas (ISTA, 2004) con algunas modificaciones. El vigor de germinación (V%) se 
calculó como porcentaje de plántulas normales del número total. La tasa de 
germinación (G%) se determinó como porcentaje de semillas germinadas del número 
total de semillas. Ambas variables se registraron a los 7 y 14 días después de la 
siembra. Se consideró una plántula normal aquella que tenía una longitud de plúmula 
y radícula con al menos 2.0 cm. Las plántulas normales fueron aquellas que tenían 
raíz y plúmula, cada una de ellas con un desarrollo total de 2.0 cm. La longitud de la 
plúmula se midió desde la intersección raíz-hipocotilo hasta la base del cotiledón, 
mientras que la longitud de la radícula se midió desde la base del hipocotilo hasta el 
ápice de la radícula. El peso de la biomasa seca para cada repetición se determinó 
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14 días después de la siembra con un balanza analítica y se expresó en mg plántula-
1 de acuerdo con Corral-Díaz et al. (2014). 
 
3.3.5 Extracción de compuestos fenólicos libres 
 
La acumulación de biomasa seca se usó para cuantificar compuestos fenólicos y 
para medir la actividad antioxidante de acuerdo con Lopez-Contreras et al. (2015). 
Los tejidos secos de plúmula y radícula, se molieron y se tamizaron para obtener un 
tamaño de partícula ≤0.5 mm (malla 35). Enseguida, cien miligramos de muestra se 
homogeneizaron con 3 mL de metanol al 80% en un tubo de cultivo con tapón de 
rosca, y se agitó durante 1 h a 200 rpm. Después de eso, las muestras se 
centrifugaron a 4500 x g, los sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron a -20 
°C hasta que se usaron para el análisis de compuestos fenólicos y capacidad 
antioxidante. 
 
3.3.6 Contenido de fenoles totales 
 
Para este procedimiento, se tomaron 0.2 mL del extracto, y se agregaron 2.6 mL de 
agua destilada y 0.2 mL de reactivo Folin-Ciocalteu. Después de 5 min, se añadieron 
2 mL de Na2CO3 al 7% y la solución se agitó durante 30 s. La solución se colocó en 
la oscuridad durante 90 min y se midió la absorbancia a 750 nm. El contenido total de 
fenoles se informó en miligramos de ácido gálico equivalente por kilogramo de 
44 
 
 
 
 
muestra (mgGAE kg-1), calculado a partir de la curva de calibración de ácido gálico 
de 0 a 200 mg L-1. 
 
3.3.7 Contenido de flavonoides totales 
 
La determinación del contenido de flavonoides totales se basó en la reacción del 
complejo AICI3-NaNO2-NaOH, donde se tomaron 0.2 mL del extracto y se agregaron 
3.5 mL de agua destilada. Enseguida se añadieron 0.15 mL de NaNO2 al 5%, 0.15 
mL de AlCl3 al 10% y 1 mL de NaOH 1 M, a intervalos de 5 min cada uno. La 
reacción se dejó durante 15 min y después de eso, se midió la absorbancia a 510 
nm. El contenido total de flavonoides se informó en miligramos de equivalente de 
catequina por kilogramo de muestra (mgCatE kg-1), calculado a partir de la curva de 
calibración de catequina de 0 a 200 mg L-1. 
 
3.3.8 Contenido de taninos condensados 
 
El contenido de taninos condensados se determinó mediante la reacción del 
complejo vanillin-H2SO4. Del extracto, se tomaron 0.25 mL y se agregaron 0.65 mL 
de vanillin al 1%; luego, se añadieron 0.65 mL de H2SO4 al 25% (la vainillina y el 
H2SO4 se disolvieron en metanol). La reacción se llevó a cabo durante 15 min a 30 
°C, y se midió la absorbancia a 500 nm. El contenido de taninos condensados se 
informó en miligramos de equivalente de catequina por kilogramo de muestra 
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(mgCatE kg-1), calculado a partir de la curva de calibración de catequina de 0 a 200 
mg L-1. 
 
3.3.9 Determinación de la capacidad antioxidante de DPPH 
 
La capacidad antioxidante se midió mediante la reducción de la absorbancia del 
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl) en presencia del extracto. Se preparó una 
solución de DPPH 60 µM en metanol al 80% y su absorbancia fue de 0. 95 a 517 nm.  
Las muestras se analizaron mezclando 0.05 mL del extracto con 1.5 mL de la 
solución de trabajo DPPH, se permitió que la reacción continuara durante 30 min y 
porsteriormente se tomó su lectura de absorbancia. La capacidad antioxidante se 
informó en milimoles equivalentes de Trolox por kilogramo de muestra (mmolTE kg-1), 
en base a la curva de calibración previamente realizada con Trolox a 
concentraciones de 0 a 500 mmol L-1. 
 
3.3.10 Análisis estadístico 
 
El experimento se configuró utilizando un diseño completamente al azar con cuatro 
tratamientos y cuatro repeticiones. El modelo lineal general fue Yij = µ + αi + eij; donde 
Yij = la variable de respuesta; µ = media general; αi  = efecto de las concentraciones 
con NPs ZnO; eij = error experimental. La unidad experimental consistió en un rollo 
de papel Anchor que contenía 25 semillas. Los resultados se informaron como media 
± desviación estándar de cuatro muestras. La diferencia estadísticamente 
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significativa entre las muestras se analizó con un ANOVA y las medias de los 
tratamiento se compararon con una prueba de Tukey (p≤0.05) utilizando el paquete 
estadístico SPSS versión 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
 
3.4 Resultados y discusión  
 
3.4.1 Caracterización de NPs ZnO 
 
La Figura 6a muestra una imagen TEM típica para una muestra de NPs ZnO. La 
morfología de las NPs es cuasi esférica, como muestra la micrografía. Estas NPs 
aparecen bien dispersas dentro de la cuadrícula TEM. La Figura 6b muestra una 
imagen HRTEM característica de una nanopartícula. En esta imagen, las franjas 
reticulares se observan claramente con una separación de 2.81 Å, que corresponde 
a los planos reticulares de una estructura hexagonal de óxido de zinc. La figura 6c 
muestra la distribución de tamaños de las NPs calculados a partir de más de 300 
partículas.  
 
La mayoría de las partículas en esta muestra (~75%) tienen diámetros entre 12 y 24 
nm, y ~30% son mayores que 12 nm y menores que 20 nm. La figura 6d muestra un 
patrón SAED común de la muestra de ZnO. Este patrón muestra anillos irregulares 
asociados con los planos (100), (002), (102) y (110) de la estructura cristalina del 
óxido de zinc. El patrón SAED se asoció a una fase cristalina de óxido de zinc. 
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Figura 6. Las micrografías muestran una muestra de nanopartículas de óxido de zinc 
(NPs ZnO). (a) Imagen típica de microscopía electrónica de transmisión (TEM) de 
una nanopartícula, (b) Micrografía típica de microscopía electrónica de transmisión 
de alta resolución (HRTEM) de una nanopartícula, (c) Distribución de tamaños de 
NPs (d) Difracción de área típica seleccionada (SAED), patrón obtenido para el área 
observada en el panel (a). 
 
3.4.2 Efecto de las NPs ZnO sobre la germinación y el vigor 
 
La Figura 7B muestra que el porcentaje de germinación no tuvo diferencias 
estadísticamente significativas (p≤ 0.596). Sin embargo, el vigor de germinación en el 
séptimo día mostró efectos significativos (p≤0.05): el vigor a 100 y 200 ppm fue de 
50.66% y 52.00%, respectivamente (Figura 7A). Estos valores superaron al 
tratamiento control (0 ppm) en 123.5% y 129.4%, respectivamente. Sin embargo, a 
una concentración de 500 ppm, el vigor de germinación disminuyó en un 15.4% en 
comparación con el tratamiento de mayor rendimiento (200 ppm). 
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Figura 7. Porcentajes de vigor (A) y germinación (B) en semillas de C. annuum 
tratadas con NPs ZnO a diferentes concentraciones (0, 100, 200 y 500 ppm). Las 
barras representan la media (n = 4) ± desviación estándar. Las diferentes letras son 
estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05) y representan las diferencias entre 
tratamientos. 
 
Estos resultados indican que la aplicación de NPs ZnO a 100 ppm y 200 ppm 
aumenta la velocidad de emergencia de la plúmula y la radícula durante los primeros 
siete días. Sin embargo, esta respuesta depende de la concentración, ya que a 500 
ppm de NPs ZnO se observó una disminución en el vigor. Los efectos beneficiosos 
de NPs ZnO durante la germinación conducen a la biosíntesis de hormonas, 
especialmente auxinas y giberelinas, que promueven la degradación de las reservas 
de semillas y el aumento del vigor de las semillas (El-Kereti et al., 2013). 
 
En estudios realizados en semillas y plántulas de ragi (Finger millet) los efectos de 
las NPs ZnO resultaron en un incremento del 45.54% en el vigor de la semilla, a una 
concentración de 1000 ppm, mientras que a 1500 ppm se observó una reducción 
significativa de este parámetro (Rameshraddy et al., 2017). Se encontraron 
resultados similares en las semillas de Capsicum annuum L. expuestas a 0.75 g de 
NPs ZnO, con un aumento significativo del 67% en el índice de vigor (Afrayeem y 
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Chaurasia, 2017). El efecto de las NPs ZnO durante la germinación y el crecimiento 
de plántulas ha sido reportado anteriormente, sin embargo, algunos resultados de las 
investigaciones señalan efectos positivos, mientras que otros señalan efectos 
fitotóxicos. La variabilidad de respuesta, se debe principalmente a la naturaleza de 
las NPs, tamaño, concentración y el genotipo (Hatami et al., 2014). 
 
3.4.3 Efecto de las NPs ZnO en el crecimiento de las plántulas 
 
En el Cuadro 1, se muestra el efecto de las NPs ZnO en las variables asociadas al 
crecimiento de las plántulas. La longitud de la plúmula no se vio afectada 
significativamente (p≤0.724). Sin embargo, la longitud de la radícula respondió 
significativamente (p≤0.01) a las concentraciones de NPs ZnO: a medida que 
aumentaba la concentración, la longitud de la radícula disminuía en un 50% (100 
ppm), 53.9% (200 ppm) y 54.5% (500 ppm). 
 
 La misma tendencia se observó para el peso de biomasa seca. Aunque los 
tratamientos fueron estadísticamente iguales (p≤0.155), la acumulación de biomasa 
seca disminuyó gradualmente en concentraciones de 100 a 500 ppm (Cuadro 1). La 
mayor reducción se obtuvo con 500 ppm, siendo 8.5% menor que el tratamiento 
control (0 ppm). Estos resultados indican que el crecimiento de la radícula se ve muy 
afectado por los tratamientos con NPs ZnO (Figura 8). 
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Cuadro 1. Efecto de las NPs ZnO en la longitud de plúmula, radícula y la 
biomasa seca de las plántulas 
Tratamientos 
  (ppm) 
Longitud de 
plúmula 
(cm) 
Longitud de 
radícula 
(cm) 
Biomasa seca de 
plántulas (mg plántula-1) 
0    3.29 ± 0.37 a    11.32 ± 2.48 a            45.73 ± 3.79 a 
100    3.65 ± 0.30 a      5.66 ± 1.40 b            44.13 ± 0.88 a 
200    3.46 ± 0.39 a      5.22 ± 1.65 b            42.87 ± 4.57 a 
500    3.41 ± 0.30 a      5.15 ± 1.47 b            41.84 ± 5.02 a 
Los valores son el promedio de cuatro repeticiones. Medias (n = 4) ± desviación 
estándar. Las diferentes letras son estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05) y 
representan las diferencias entre tratamientos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Efecto de las NPs ZnO en el crecimiento de plántulas de C. annuum. Cada 
plántula es representativa de una unidad experimental. 
 
El índice de crecimiento de la radícula se usa ampliamente como un indicador de 
fitotoxicidad, ya que es altamente sensible a las condiciones de estrés (Ali et al., 
2015). La radícula es la primera estructura del embrión de la semilla y, por lo tanto, 
es el primer tejido expuesto a concentraciones excesivas de NPs ZnO (Xiang et al., 
2015). Por esta razón, los efectos adversos fueron más marcados en raíces que en 
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los brotes, lo que sugiere que la elongación de la raíz fue más sensible a la toxicidad 
de NPs ZnO que la elongación de los brotes (Ma et al., 2010).  
 
La variación en el crecimiento de radícula se puede deber a la presencia de NPs ZnO 
o del ion de zinc disuelto, que interfiere con la bioquímica y fisiología de la raíz 
generando variación en longitud de radícula y la acumulación de materia seca. 
Diferentes estudios en: rábano, ballica, lechuga, pepino y arabidopsis concuerdan 
con nuestros resultados sobre la inhibición y variación en el crecimiento de la raíz 
(Lin y Xing, 2007; Lee et al., 2013).  
 
Esta inhibición puede atribuirse a dos efectos principales: (1) una toxicidad química 
en base a la liberación de iones (tóxicos) en este caso a la penetración de partículas 
de tamaño nano y también a la disolución los iones de Zn++; (2) el estrés o estímulos 
causados por la superficie, el tamaño y/o forma de las partículas (Lee et al., 2010). 
Estudios realizados por Zhang et al. (2015) señalaron la fitotoxicidad de las NPs ZnO 
sobre la germinación de semillas de maíz (Zea mays L.) y de pepino (Cucumis 
sativus L.), sus resultados indicaron la inhibición en el desarrollo de la radícula por 
presencia de NPs ZnO. En este estudio, los resultados indican que los tratamientos 
con NPs ZnO solo afectaron la morfología de la radícula, debido a un efecto fitotóxico 
que causó estrés oxidativo y dio como resultado una mayor acumulación de 
compuestos fenólicos en este tejido de la plántula (Sewelam et al., 2016).  
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3.4.4 Efecto de las NPs ZnO en el contenido de compuestos fenólicos y la 
actividad antioxidante del DPPH 
 
Los resultados indican que el contenido de compuestos fenólicos en la plúmula no se 
vio afectado por la aplicación de NPs ZnO a las semillas (Figura 9). Por el contrario, 
hubo un efecto significativo (p≤0.01) en la acumulación de compuestos fenólicos en 
la radícula, ya que el aumento en las concentraciones de NPs ZnO de 100 a 500 
ppm, estimuló la acumulación de fenoles totales en 350.84 ± 23.99 (100 ppm), 
493.80 ± 2.86 (200 ppm) y 539.11 ± 159.70 (500 ppm) mgGAE kg-1. (Figura 9A), 
superando la acumulación del tratamiento control (0 ppm) en 148.5%, 249.9% y 
282%, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Contenido fenólico en plántulas de C. annuum tratadas con NPs ZnO. (A) 
Fenoles totales, (B) Flavonoides, (C) Taninos condensados y (D) Capacidad 
antioxidante (DPPH) (milimoles equivalentes de Trolox por kilogramo de muestra 
(mmolET kg−1). Los valores son el promedio de cuatro repeticiones. Medias (n = 4), 
las barras representan la desviación estándar de la media. Las diferentes letras son 
estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05) y representan las diferencias entre los 
tratamientos. 
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Este comportamiento también se observó para el contenido de flavonoides totales y 
taninos condensados (Figura 9 B y C). Las plántulas tratadas con 500 ppm de NPs 
ZnO acumularon la mayor concentración de flavonoides totales y taninos 
condensados con 331.84 ± 25.34 y 191.95 ± 2.86 mg CatE kg−1, respectivamente, 
superando en 164.4% y 627.7% al tratamiento de control (0 ppm). La Figura 9D 
muestra los resultados para la capacidad antioxidante determinada por el método 
DPPH. Los valores de la capacidad antioxidante del DPPH para plúmula fueron en 
un rango de 4932 ± 73.85 a 5231 ± 15.23 mmolET kg−1, pero no se presentaron 
diferencias significativas entre tratamientos. 
 
Por otra parte, la capacidad antioxidante de las radículas se vio afectada 
significativamente (p≤0.01), los valores más altos se obtuvieron a 500 ppm de NPs 
ZnO, con un valor de 2002.14 ± 127.88 mmolET kg-1, superando en 129.1% al 
tratamiento control (0 ppm). Este comportamiento es similar al observado con la 
acumulación de compuestos fenólicos totales en la radícula, ya que la concentración 
más alta se obtuvo con el tratamiento a 500 ppm de NPs ZnO. 
 
En este estudio, las concentraciones de NPs ZnO en un rango de 100 a 500 ppm 
afectaron negativamente el crecimiento de la raíz y también llevaron a un aumento 
en la acumulación de compuestos antioxidantes no enzimáticos, como fenoles 
totales, flavonoides y taninos condensados. Se informaron resultados similares al 
aplicar NPs ZnO a semillas de Brassica nigra, obteniendo un efecto negativo en el 
crecimiento de la raíz, resultando en un aumento del 79% de la actividad de 
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captación de radicales del DPPH (Zafar et al., 2016). En plantas de papa, la 
aplicación de NPs ZnO aumentó los compuestos fenólicos totales en 1%, 20% y 22% 
a concentraciones de 100, 300 y 500 ppm, respectivamente (Raigond et al., 2017). 
 
Aunque se ha demostrado que la aplicación de NPs ZnO afecta la fisiología y 
bioquímica de las plantas, todavía hay debates generalizados y ambigüedades sobre 
los efectos que pueden causar en el metabolismo secundario de la planta (Marslin et 
al., 2017). Principalmente, el efecto de las NPs en los compuestos fenólicos, ya que 
estas moléculas desempeñan funciones importantes en el rendimiento y la 
adaptación de la planta, en respuesta a tipos de estrés bióticos y abióticos (Michalak, 
2006).  
 
Por lo tanto, es una prioridad comprender el funcionamiento integral del metabolismo 
secundario de la planta, en respuesta a la aplicación de NPs como un posible 
generador de estrés oxidativo. Para mitigar los efectos del estrés oxidativo 
generados por la aplicación de NPs ZnO, las plantas activan los mecanismos de 
defensa antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos para eliminar el exceso de ERO. 
Uno de los mecanismos más importantes es la activación del metabolismo 
secundario, y la síntesis de compuestos fenólicos es crucial (Sheteiwy et al., 2016), 
ya que desempeñan un papel importante en la desintoxicación de ERO y su 
concentración puede variar significativamente (Mahendra et al., 2008) debido a que 
actúan como donadores de electrones a modo de mecanismos de destoxificación en 
las estructuras de los orgánulos (Mittler, 2017).  
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Durante el estrés causado por los metales pesados, los compuestos fenólicos actúan 
como quelantes metálicos y, por otro lado, pueden eliminar directamente las 
especies moleculares del oxígeno activo, principalmente debido a sus propiedades 
redox, que pueden desempeñar un papel importante en la absorción y neutralización 
de los radicales libres, ayudando a controlar los niveles del oxígeno singlete y triplete 
o la descomposición de los peróxidos (Bhumi et al., 2014).  
 
Por lo tanto, el aumento en la actividad antioxidante de las plantas expuestas a NPs, 
se debe principalmente al aumento en los compuestos fenólicos, que son eficaces 
eliminadores de ERO y también son capaces de inhibir las enzimas que producen 
radicales libres (Doroteo et al., 2013) esto explica la acumulación máxima de fenoles, 
flavonoides y taninos en las radículas expuestas a la concentración más alta (500 
ppm) de NPs ZnO. En base a los resultados anteriores, nuestro estudio es pionero 
en la evaluación de la fitotoxicidad de las NPs ZnO en Capsicum annuum L. y sirve 
como guía para medir los efectos sobre el crecimiento temprano de las plántulas. 
 
3.5 Conclusiones 
 
Este estudio reveló el efecto de las NPs ZnO a diferentes concentraciones sobre la 
germinación, el vigor y el crecimiento temprano de las plántulas de Capsicum 
annuum L. Todos los tratamientos con concentraciones de NPs ZnO (100, 200 y 500 
ppm) inhibieron significativamente el desarrollo de la radícula debido a un efecto 
fitotóxico y aumentaron la acumulación de compuestos fenólicos y la actividad 
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antioxidante en la radícula. Los cambios inducidos por las NPs ZnO en la fisiología y 
bioquímica de las plantas pueden generar la producción de metabolitos secundarios 
deseables. Sin embargo, es necesario  continuar con estudios que evaluen los 
efectos de las NPs ZnO para comprender los cambios específicos que causan en el 
el desarrollo de las plántulas. 
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4.1 Resumen 
 
Es este estudio, se evaluaron las respuestas fisiologícas de las plantas de chile 
habanero (Capsicum chinense Jacq.) a las aplicaciones foliares de sulfato de zinc y 
nanofertilizante de zinc en ensayos de invernadero. Particularmente, se observó el 
efecto de los suplementos a base de zinc sobre la calidad del fruto del chile 
habanero. Las plantas de chile habanero se cultivaron hasta la madurez, y durante 
las principales etapas del desarrollo fenológico, se trataron con aplicaciones foliares 
de Zn a concentraciones de 1000 y 2000 mg L-1 en forma de sulfato de zinc (ZnSO4) 
y nanopartículas de óxido de zinc (NPs ZnO). No se suministró Zn adicional a las 
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plantas de tratamiento de control. Las NPs ZnO a una concentración de 1000 mg L-1 
afectaron positivamente la altura de la planta, el diámetro del tallo y el contenido de 
clorofila, y aumentaron el rendimiento del fruto y la acumulación de biomasa en 
comparación con los tratamientos control y ZnSO4. Por el contrario, las NPs ZnO a 
2000 mg L-1 afectaron negativamente el crecimiento de las plantas pero aumentaron 
significativamente la calidad de los frutos, el contenido de capsaicina en un 19.3%, la 
dihidrocapsaicina en un 10.9% y las Unidades de Picor Scoville (SHU2) en un 16.4%. 
Además, a 2000 mg L-1 aumentó el contenido de fenoles totales y flavonoides totales 
(solubles + ligados) en los frutos (14.50% y 26.9%, respectivamente), lo que resultó 
en una mayor capacidad antioxidante en ABTS (2,2' azino-bis (ácido 3-
etilbenzotiazolina-6sulfónico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y FRAP (poder 
antioxidante reductor férrico) (15.4%, 31.8% y 20.5%, respectivamente). Estos 
resultados indican que la aplicación de NPs ZnO podría emplearse en la producción 
de chile habanero para mejorar el rendimiento, la calidad y las propiedades 
nutracéuticas de los frutos.  
 
4.2 introducción 
 
La adición de fertilizantes para complementar la fertilidad natural del suelo es 
esencial para la producción moderna de cultivos, y el manejo preciso de nutrientes es 
indispensable para una producción agrícola sostenible (Davarpanah et al., 2016). El 
zinc (Zn) desempeña un papel importante en las funciones de la planta, modifica los 
efectos de las auxinas mediante la regulación de la síntesis de triptófano y actúa 
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como cofactor en las enzimas redox como la superóxido dismutasa y las 
deshidrogenasas (Narendhran et al., 2016). Los microelementos desempeñan 
papeles importantes en el desarrollo de las plantas, el rendimiento y la calidad de los 
frutos (Singh y Ram, 1983; Khan et al., 1993). El zinc es un micronutriente esencial 
para humanos, animales y plantas. Las plantas generalmente absorben Zn como un 
catión divalente (Zn++).  
 
El zinc se requiere en la biosíntesis de proteínas y el metabolismo de los 
carbohidratos, y juega un papel importante en la expresión génica relacionada con el 
estrés ambiental (Cakmak, 2000; Sadeghzadeh y Rengel, 2011). Aunque las plantas 
requieren Zn para un metabolismo óptimo, la eficiencia de este microelemento 
depende de su absorción y translocación (Rengel, 2001). En las prácticas agrícolas 
tradicionales, se emplea sulfato de Zn (ZnSO4) o quelato de EDTA-Zn para su 
aplicación en las hojas y el suelo, sin embargo, la eficiencia es baja (Fageria et al., 
2002). Por lo tanto, la absorción de Zn a través de las hojas parece estar 
determinada por la fuente de los micronutrientes. 
 
Por ejemplo, en un estudio realizado por Doolette et al. (2018) en plantas de Triticum 
aestivum cv Shield, al comparar la fertilización foliar con ZnSO4 y ZnEDTA a una 
concentración de 1000 mg L-1, hubo una proporción significativamente mayor de Zn 
en las hojas tratadas con ZnSO4 en comparación con las hojas tratadas con 
ZnEDTA. La aplicación foliar de Zn es una forma efectiva de aumentar la absorción 
de Zn en las plantas, sin embargo, el desarrollo de fertilizantes foliares a base de Zn 
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se ve comprometido por la falta de conocimiento, el desarrollo de nuevos materiales, 
la movilidad y la especiación de Zn dentro de la planta (Doolette et al., 2018; Read et 
al., 2019). En México, el chile habanero se consume principalmente en los estados 
de Yucatán, Quintana Roo, Campeche y Tabasco, con una demanda creciente en los 
mercados mexicanos e internacionales. Sin embargo, los rendimientos actuales de 
los cultivos no satisfacen la demanda local, principalmente debido a la tecnología 
limitada para su producción y el suministro adecuado de fertilizantes a través del 
sistema de riego (Tucuch et al., 2012). Por lo tanto, se necesita un método de 
fertilización optimizado que aumente el rendimiento del cultivo y reduzca la 
contaminación mediante el uso de fertilizantes más eficientes. 
 
El uso de fertilizantes foliares a base de Zn, durante el desarrollo de los cultivos 
puede ser una forma efectiva de incrementar la asimilación de Zn y aumentar el 
rendimiento, sin embargo, las sales solubles de Zn pueden dañar la hoja y su costo 
es muy elevado (Read et al., 2019). Por el contrario, las  nanopartículas de oxido de 
zinc (NPs ZnO) se consideran un material bioseguro para especies biológicas, ya 
que se ha demostrado que su eficiencia promueve la germinación de semillas y el 
crecimiento de plantas, así como la supresión de enfermedades y la protección de 
las plantas por su actividad antimicrobiana (Singh et al., 2017). La concentración de 
Zn en la solución del suelo es muy baja y se presenta en forma de varios tipos de 
sales que incluyen esfalerita (ZnFe)S y smithsonita (ZnCO3), sin embargo, la 
absorción de este elemento por las plantas está determinada por la concentración de 
carbonatos (CaCO3) y el pH del suelo, que son las principales causas que limitan la 
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disponibilidad de este micronutriente (Mengel y Kirkby, 1987). Como consecuencia, 
existe un creciente interés en la fertilización foliar para el manejo sostenible de los 
cultivos. La fertilización foliar resuelve la disponibilidad limitada de nutrientes al 
minimizar las pérdidas de fertilizantes aplicados al suelo y eso permite la entrega de 
nutrientes a los órganos de la plantaa durante las etapas críticas de crecimiento 
(Fernández y Brown, 2013). 
 
La nanotecnología, con el uso de nanopartículas (NPs) proporciona enfoques 
novedosos para la nutrición de las plantas (Liu y Lal, 2015). Los fertilizantes a escala 
nanométrica (1-100 nm) aumentan en gran medida los puntos de impacto debido a 
su tamaño reducido, que a su vez podría mejorar la interacción y la absorción de 
micronutrientes en la fertilización de cultivos (Singh et al., 2017). Las aplicaciones 
foliares de nanofertilizantes han demostrado ser efectivas debido a que suministran 
nutrientes a las plantas de forma gradual y controlada en comparación con la 
fertilización convencional (Prasad et al., 2012; Kah et al., 2018). 
 
Además, la aplicación de nanofertilizantes requiere cantidades más pequeñas que 
los fertilizantes convencionales (Davarpanah et al., 2016). Un estudio realizado por 
Rossi et al. (2018) demostró que la aplicación foliar de NPs ZnO influyó 
positivamente en el crecimiento y la fisiología de las plantas de café (Coffea arabica 
L.), incluso más que la aplicación de sales de Zn (ZnSO4), debido a una mayor 
penetración de la hoja. La investigación con árboles de granada (Punica granatum 
cv. Ardestani) demostró que la fertilización foliar con cantidades relativamente bajas 
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de nano fertilizantes de Zn y B modificaron el rendimiento y la calidad de la fruta, y 
además aumentaron los azúcares y el índice de madurez (Davarpanah et al., 2016). 
Nuestro grupo de investigación, también ha observado efectos positivos de las NPs 
ZnO en la germinación de Capsicum chinense, que a su vez, afectaron positivamente 
variables fisiológicas (germinación de semillas, vigor de plántulas y acumulación de 
biomasa) y propiedades nutracéuticas (fenoles totales, flavonoides totales, taninos 
condensados y DPPH capacidad antioxidante) (García-López et al., 2018). 
 
Los efectos de las NPs ZnO en las plantas son el resultado de cambios en las 
características físicas, químicas y biológicas de los materiales aplicados como 
nanofertilizantes, así como de sus propiedades catalíticas (Qados, 2015). En 
consecuencia, estos cambios afectan las actividades químicas y biológicas que 
podrían inducir el estrés oxidativo, la toxicidad en las plantas y estimular los sistemas 
antioxidantes (García-Gómez et al., 2017). Un estudio reciente concluyó que la 
nanotoxicidad depende de la composición, la concentración de las NPs y las 
especies evaluadas (Nhan et al., 2015). Aunque se ha informado el efecto de las NPs 
ZnO en cultivos como la cebolla (Allium cepa L.), el guisante verde (Pisum sativum 
L.) y la espinaca (Spinacia oleracea) (Laware y Raskar, 2014; Mukherjee et al., 2016; 
Singh y Kumar, 2016) no se han publicado estudios que describan la interacción de 
las NPs ZnO y ZnSO4 en el cultivo de chile habanero.  
 
Por lo tanto, esta investigación comparó las respuestas de crecimiento de las plantas 
de chile habanero a las aplicaciones foliares de ZnSO4 y NPs ZnO, analizando la 
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calidad y acumulación de compuestos bioactivos de los frutos de chile obtenidos de 
plantas tratadas con ZnSO4 y NPs ZnO para comprender su efecto sobre la fisiología 
y bioquímica de las plantas y frutos de chile habanero. 
 
4.3 Materiales y métodos 
 
4.3.1 Material vegetal 
 
La variedad Capsicum chinense utilizada fue Chichen Itza (Seminis, St. Louis, MO, 
EUA, USA). Es una planta vigorosa y de maduración temprana que puede 
cosecharse hasta dos semanas antes que otras variedades. Los frutos tienen tres 
lóbulos y un atractivo color naranja y generalmente son muy picantes con 10,500 
unidades de SHU cuando están frescos y hasta 200,000 SHU al estar secos. 
 
4.3.2 Características de las NPs ZnO utilizados en este experimento 
 
La caracterización morfológica y estructural de las NPs ZnO utilizadas en este 
estudio ha sido reportada previamente por García-López et al. (2018). 
Específicamente, la mayoría de las partículas (75%) tenían diámetros de 12 a 24 nm, 
y el 30% mostraba tamaños mayores que 12 nm y menores que 20 nm. 
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4.3.3 Preparación de las suspensiones 
 
Las suspensiones de ZnSO4 y NPs ZnO se prepararon justo antes de la exposición 
en agua desionizada (DI) y se homogeneizaron con un sonicador de sonda (Qsonica, 
CT, USA) durante 30 min a 120 voltios, 3 amperios y 50 a 60 GHz. Posteriormente, el 
pH de cada suspensión se ajustó a 6.5-6.7 con HCl y NaOH 0.1 N antes de la 
exposición a la planta (Raliya y Tarafdar, 2013). Los tratamientos aplicados fueron: 
control absoluto sin Zn, 1000 mg L-1 y 2000 mg L-1 con ZnSO4, 1000 mg L
-1 y 2000 
mg L-1 con NPs ZnO, con cinco repeticiones para cada tratamiento. La unidad 
experimental fue una planta por maceta. Las concentraciones utilizadas se 
seleccionaron de estudios previos realizados por Torabian et al. (2016) y Kisan et al. 
(2015) Las conductividades eléctricas (CE) de las suspensiones con ZnSO4 fueron 
0.97 y 1.64 mS cm-1 para 1000 y 2000 mg L-1, mientras que la CE de las 
suspensiones con NPs ZnO fueron 0.68 y 1.11 mS cm-1 para 1000 y 2000 mg L-1, 
respectivamente. Las plantas del tratamiento de control se trataron con agua 
destilada con una CE de 0.37 mS cm-1. 
 
4.3.4 Exposición foliar a Zn 
 
Aproximadamente, se rociaron 0.125 L de las suspensiones de Zn para cubrir el 
follaje de la planta, dos veces en cada una de las siguientes etapas de desarrollo del 
cultivo: crecimiento vegetativo (CV) 45-89 días, floración (FL) 90-140 días, desarrollo 
del fruto (DF) 141-170 días y madurez (M) 171-205 días, para obtener una cantidad 
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total de 0.8 y 1.6 mg de zinc por planta. Para la aplicación foliar, se usó un rociador 
manual Hudson RL Flomaster de 1.2 L (Lowell, MI, USA), equipado con una boquilla 
de latón y una válvula de seguridad. Las condiciones para el crecimiento del cultivo 
se explican en la siguiente sección. En la Figura 10, se muestran de manera 
representativa cada una de las etapas fenológicas del cultivo, además de la 
aplicación foliar de los tratamientos. 
Figura 10. Representación esquemática de cada una de las etapas vegetativas del 
cultivo, además, se presenta una imagen representativa de la forma en que se 
aplicaron los tratamientos. 
 
4.3.5 Crecimiento de plantas de chile habanero y condiciones de invernadero 
 
Las plantas de chile habanero se establecieron en un invernadero de tipo israelí 
equipado con ventanas laterales y cenitales semiautomáticas, cubiertas con 
polietileno. El experimento se llevó a cabo durante 208 días después del trasplante. 
La temperatura promedio fue de 22.1 °C a una humedad relativa del 79%. La 
densidad de siembra fue de 2.4 plantas por m2. Como medio de crecimiento, se 
utulizó pumicita en contenedores de plástico blanco de 19 L. 
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En este estudio, se empleo un sistema de riego automatizado por goteo, con ocho 
riegos al día que proporcionó aproximadamente 3.2 L de agua por planta. La solución 
nutritiva se basó en Steiner (1961) a un pH de 6.5. Durante el crecimiento vegetativo, 
la concentración fue del 25% y aumentó al 50% durante la floración y el desarrollo 
del fruto (López-Gómez et al., 2017). Cada maceta recibió cantidades iguales de 
solución nutritiva, la cual no contenía Zn. 
 
4.3.6 Variables de rendimiento y contenido relativo de clorofila 
 
Durante el ciclo de vida de la planta, se midieron parámetros fisiológicos y 
agronómicos como la altura de la planta, el diámetro del tallo y el contenido de 
clorofila a los 45, 90, 145 y 201 días. Estas fechas coinciden con el crecimiento 
vegetativo (CV), la floración (FL), el desarrollo del fruto (DF) y la madurez (M), 
respectivamente. El contenido relativo de clorofila se determinó en plantas frescas, 
con un medidor portátil de clorofila (SPAD-502, Minolta, Osaka, Japón). Los datos 
informados son promedios de tres mediciones por hoja para cada unidad 
experimental (Zuverza-Mena et al., 2015). 
 
Al final del cultivo, se cuantificó el número de frutos cosechadas por planta, el peso 
promedio de los frutos (g), el rendimiento por planta (peso total de las frutas g) y el 
peso fresco y seco de la biomasa aérea (g). Este conjunto de datos se registró a los 
208 días para evaluar el crecimiento y el rendimiento de las plantas de chile 
habanero. El peso seco de la biomasa aérea (g) se obtuvo después del secado en 
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una estufa Lab-Line (Modelo 3478M, Iztapalapa, México) a una temperatura 
constante de 70 °C durante un período de 72 h. 
 
4.4 Preparación para el análisis de los frutos de chile habanero 
 
En este estudio, los frutos se cosecharon 208 días después de la siembra, en la 
etapa completamente madura (color naranja). Posteriormente, se lavaron con una 
solución de hipoclorito de sodio al 3% y se secaron en un lugar fresco y ventilado 
(Simonovska et al., 2016). Después del secado, se determinó el efecto del ZnSO4 y 
NPs ZnO sobre la calidad del fruto, evaluando 10 frutos uniformes sin defectos (daño 
físico o patológico) seleccionados de cada una de las cinco repeticiones por 
tratamiento (Elibox, 2015). Para ello, se tomaron muestras de un total de 50 frutos 
por tratamiento: de las cuales se usaron 25 frutos para los análisis físicos y químicos, 
y los 25 frutos restantes fueron para análisis funcionales (Pinedo-Guerrero et al., 
2017). 
 
4.4.1 Evaluaciones fisicoquímicas de los frutos 
 
Las evaluaciones cromáticas en la corteza del fruto se realizaron con un colorímetro 
Konica Minolta CR-10 (Tokio, Japón). Los parámetros cromáticos se obtuvieron 
utilizando los sistemas de color CIELAB (L*, a*, b*) y CIELCH (L*, C*, h*) de acuerdo 
con la Comisión Internacional de Comercio (CIE, 2004). L* define luminosidad (0 
negro, 100 blanco), a* indica rojo (positivo a*) o verde (negativo a*), b* indica amarillo 
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(positivo b*) o azul (negativo b*), C* (cromo), nivel de saturación de h) y h (ángulo de 
tono: 0° = rojo, 90° = amarillo, 180° = verde, 270° = azul). La visualización en color se 
obtuvo utilizando el software en línea ColorHexa (2019) usando los valores L*, a* y 
b*. 
 
La firmeza y la fuerza de corte en los frutos se evaluaron con un medidor de fuerza 
Ametek Chatillon DFS II adaptado a un sistema de rotación manual (West, Sussex, 
Reino Unido). Las frutas se deformaron a una distancia total de 2 mm con una placa 
de compresión de 30 mm; la fuerza máxima requerida se registró en Newton (N). 
Después de las evaluaciones físicas, las frutas se almacenaron a -20 °C hasta que 
se realizaron las evaluaciones químicas. Los sólidos solubles totales (°Brix) se 
determinaron directamente del jugo de cada fruto con un refractómetro (Atago 
MASTER-M, Tokio, Japón) con una escala de 0 a 33%. 
 
Para la determinación de la acidez titulable (TA) y el pH, las frutas se cortaron en 
rodajas con un cuchillo y se colocaron dentro de una bolsa de polietileno para 
producir una mezcla homogénea; luego se tomaron 5 g de muestra (pericarpio y 
placenta sin semilla), se agregaron 25 mL de agua y la mezcla se procesó durante 40 
s en un mezclador Oster (M4655-813/465-42, Sunbeam, Cd de México, México). El 
extracto se filtró a través de tela de organza. El pH se midió utilizando un 
potenciómetro de mesa (medidor de pH/ORP HI 2221, Cd de México, México). La 
acidez valorable (TA) se determinó mediante el método 942.15 de la Asociación de 
Químicos Analíticos Oficiales (AOAC, 2000), con 0.1 M NaOH a pH 8.2 usando 
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fenolftaleína como indicador. La acidez valorable se informó en % de ácido cítrico en 
peso fresco. 
 
4.4.2 Preparación de muestras para capsaicinoides, fenólicos y análisis de 
capacidad antioxidante 
 
Los frutos de chile habanero fueron cortados con un cuchillo, y las semillas fueron 
removidas para determinar compuestos bioactivos y funcionales. Posteriormente, los 
frutos se colocaron en una bolsa de polietileno para obtener una mezcla homogénea 
y las muestras se almacenaron en un ultracongelador (3003 Ultrafreezer Thermo 
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) a -80 °C hasta el análisis. 
 
4.4.3 Extracción de capsaicinoides 
 
La extracción y cuantificación de capsaicinoides se basó en el método establecido 
por Ryu et al. (2017), para ello se pesaron 5 g de muestra fresca de chile habanero 
(pericarpio y placenta sin semilla) y se agregaron 25 mL de acetona. La mezcla se 
procesó durante 30 s en un mezclador Oster (M4655-813/465-42, Cd de México, 
Mexico). El extracto se calentó a 50 °C durante una hora en un horno de laboratorio 
(ON-12G, Jeio Tech, Corea). Después de este período, las muestras se centrifugaron 
a 4500 x g durante 5 min, y el sobrenadante se recuperó para el análisis. 
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4.4.4 Cuantificación de capsaicina y dihidrocapsaicina por HPLC 
 
Para el análisis por HPLC, los extractos con acetona se filtraron con un filtro de 
jeringa de 0.25 mm con un tamaño de poro de 45 μm, y se inyectaron 10 μL 
directamente en el sistema (HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity, bomba 
cuaternaria Agilent 1260 G1311B) equipada con inyector automático y detector DAD 
(Agilent 1260 G4212B). La columna utilizada fue una columna analítica ZORBAX 
Eclipse Plus C-18 (100 mm x 3 mm id, 5 μm). La fase móvil isocrática consistió de 
100% de acetonitrilo (solvente A) y 1% de ácido acético en agua (solvente B) en una 
proporción de 40:60 y un caudal de 1 mL min-1 a 25 °C, con un tiempo de ejecución 
de 20 min. La absorbancia se midió a 280 nm. 
 
La cuantificación de capsaicina (8-metil-N-vainillil-6-nonenamida) y dihidrocapsaicina 
(8-metil-N-vainillilnonamida) (Sigma Aldrich, St.Louis, MO, EE. UU.) se basó en las 
curvas de calibración correspondientes a concentraciones de 0 , 80, 160, 240, 320 
mg kg-1 (Ryu et al., 2017). 
 
4.4.5 Determinación de las unidades de Scoville 
 
El contenido de capsaicionoides (mg kg-1) se transformó a Unidades Scoville de Picor 
(SHU), con base en lo establecido por Todd et al. (1977). Las determinaciones de la 
pugnecencia en SHU se realizaron multiplicando los contenidos individuales de 
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capsaicinoides (capsaicina y dihidrocapsaicina) por el valor correspondiente a la 
intensidad del umbral. 
 
                                                                  
 
4.5 Extracción de compuestos fenólicos solubles y ligados 
 
Los extractos solubles se obtuvieron suspendiendo 5 g de muestra de chile fresco 
(pericarpio y placenta sin semilla) en 50 mL de metanol al 80%. La muestra se purgó 
con una corriente de argón durante 30 s y se mezcló durante 45 s en un mezclador 
Oster (M4655-813/465-42, Sunbeam, Cd de México, México). Finalmente, la mezcla 
se filtró con tejido de organza para separar la materia insoluble del jugo y se colocó 
en tubos de centrífuga de 15 mL. El extracto se centrifugó a 4500 x g, y el 
sobrenadante se recuperó y almacenó a -20 °C hasta el análisis. 
 
Los compuestos fenólicos ligados se extrajeron suspendiendo la materia insoluble 
restante en 10 mL de 2 mol L-1 NaOH y se purgaron con argón durante 30 s. Luego, 
la mezcla se agitó a 200 rpm durante 2 h. Después de eso, el pH se ajustó a 2.5 con 
HCl concentrado y se centrifugó a 4500x g. El sobrenadante se recuperó y se 
extrajeron los compuestos fenólicos con 10 mL de acetato de etilo dos veces. Los 
extractos de acetato de etilo se combinaron y se evaporaron a 40 °C con argón. El 
extracto seco se almacenó a -20 °C y, antes del análisis, se suspendió en 3 mL de 
metanol al 80%. Los extractos obtenidos de compuestos fenólicos solubles y ligados 
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se usaron para los ensayos de fenoles totales, flavonoides totales y capacidad 
antioxidante en base a lo establecido por Lopez-Contreras et al., (2015).  
 
4.5.1 Determinación de fenoles totales 
 
Los ensayos de compuestos fenólicos y de capacidad antioxidante se realizaron en 
un espectrofotómetro Barnstead International Turner SP-830 Plus (Dubuque, IA, 
USA). Para la determinación del contenido de fenoles, se tomaron 0.2 mL de cada 
extracto y se agregaron 2.6 mL de agua destilada y 0.2 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu. Después de 5 min, se agregaron 2 mL de Na2CO3 al 7% y la solución se 
agitó durante 30 s, para luego llevar la reacción en oscuridad por 90 min, 
posteriormente se midió la absorbancia de las muestras a 750 nm. La concentración 
de fenoles se reportó en miligramos equivalente de ácido gálico por kilogramo de 
muestra (mgGAE kg-1), calculado a partir de la curva de calibración de ácido gálico 
de 0 a 200 mg L-1. 
 
4.5.2 Determinación de flavonoides totales 
 
La determinación del contenido de flavonoides se basó en la reacción del complejo 
AICI3-NaNO2-NaOH, para esto se tomaron 0.2 mL del extracto y se agregaron 3.5 mL 
de agua destilada. Luego se agregaron 0.15 mL de NaNO2 al 5%, 0.15 mL de AlCl3 al 
10% y 1 mL de NaOH 1 M, a intervalos de 5 min cada uno. La reacción se dejó 
durante 15 min y después se midió la absorbancia a 510 nm. El contenido total de 
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flavonoides se informó en miligramos de equivalente de catequina por kilogramo de 
muestra (mgCatE kg-1), calculado a partir de la curva de calibración de catequina de 
0 a 200 mg L-1. 
 
4.5.3 Determinación de taninos condensados  
 
El contenido de taninos condensados se determinó mediante la reacción del 
complejo vanillin-H2SO4. Del extracto, se tomaron 0.25 mL y se agregaron 0.65 mL 
de vainillina al 1%; después, 0.65 mL de H2SO4 al 25% (ambos se disolvieron en 
metanol). La reacción se llevó a cabo durante 15 min a 30 °C, y finalmente, la 
absorbancia de las muestras se midió a 500 nm. El contenido de taninos 
condensados se reportó en miligramos equivalente de catequina por kilogramo de 
muestra (mgCatE kg-1), calculados a partir de la curva de calibración para catequina 
de 0 a 200 mg L-1. 
 
4.5.4 Capacidad antioxidante 
 
La capacidad antioxidante de DPPH (2,2-difenyl-1-pycrilhydrazyl) se evaluó utilizando 
una solución de trabajo 60 µM en metanol al 80%, con una absorbancia ajustada a 
0.98 a 517 nm. El ensayo se llevó a cabo mezclando 50 µL del extracto con 1.5 mL 
de la solución de trabajo DPPH, la reacción se dejó durante 30 min en la oscuridad y 
se determinó la absorbancia. 
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La capacidad antioxidante de ABTS (ácido 3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfónico) se 
llevó a cabo utilizando una solución de trabajo obtenida mezclando 1 mL de ABTS al 
7.4 mM y 1 mL de K2S2O8, permitiéndoles reaccionar durante 12 h en oscuridad. 
Después, la absorbancia de la solución de trabajo se ajustó a 0.97 a 734 nm 
diluyendo con metanol. El ensayo ABTS se realizó mezclando 50 µL del extracto con 
1.5 mL de solución de trabajo ABTS; la reacción se dejó durante 30 min en la 
oscuridad y se midió la absorbancia. 
 
La capacidad antioxidante de FRAP (poder antioxidante reductor férrico) se 
determinó utilizando una solución de trabajo preparando una mezcla 300 
mM·C2H3NaO2·3H2O (pH 3.6), 10 mM·TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine, en HCl 40 
mM) y 20 mM de FeCl3·6H2O en proporción 10:1:1 (V:V:V). El ensayo FRAP se 
preparó mezclando 50 µL del extracto con 1.5 mL de solución de trabajo FRAP, la 
reacción se dejó durante 30 min en la oscuridad a 37 °C y la absorbancia de las 
muestras se tomó a 593 nm. 
 
La capacidad antioxidante para los ensayos DPPH, ABTS y FRAP se reportaron en 
milimoles de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico ácido) 
equivalente por kilogramo de muestra (mmolTE kg-1), en base a la curva de 
calibración con Trolox en concentraciones de 0 a 500 mmol L-1  
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4.5.5 Diseño experimental y análisis estadístico  
  
El cultivo se estableció utilizando un diseño experimental completamente al azar, con 
cinco tratamientos y cinco unidades experimentales por tratamiento; la unidad 
experimental fue de una planta por maceta. Para la información obtenida de las 
variables evaluadas durante el desarrollo del cultivo (altura de planta, diámetro de 
tallo y clorofila), se utilizó un análisis con arreglo factorial 5x4 (AxB) considerando al 
factor A las concentraciones con ZnSO4 y NPs ZnO (control, 1000 y 2000 mg L
-1) y 
como factor B las etapas fenológicas del cultivo (crecimiento vegetativo, floración, 
desarrollo del fruto y madurez). 
 
Para las variables de rendimiento y los análisis fisicoquímicos se utilizó un diseño 
completamente aleatorio con cinco unidades experimentales por tratamiento, 
únicamente los análisis funcionales de capsaicinoides, compuestos fenólicos y 
capacidad antioxidante tuvieron tres unidades experimentales. Los resultados se 
informaron como media ± desviación estándar, las diferencias estadísticamente 
significativas entre las muestras se analizaron con un ANOVA y las medias de los 
tratamiento se compararon con la prueba de Tukey (p≤0.05) utilizando el paquete 
estadístico SPSS versión 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
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4.6 Resultados y discusión  
 
4.6.1 Crecimiento de las plantas de chile habanero 
 
Las variables de comportamiento agronómico fueron evaluadas durante el desarrollo 
fenológico de las plantas. El crecimiento de las plantas aumentó significativamente 
desde la etapa de floración con la aplicación foliar de NPs ZnO a una concentración 
de 1000 mg L−1, pero no se encontraron diferencias significativas entre ZnSO4 y el 
control (Figura 11a). Sin embargo, es importante tener en cuenta que los mayores 
incrementos en la altura de la planta se obtuvieron con la aplicación de NPs ZnO a 
1000 mg L-1. Este comportamiento mejoró desde las etapas FL, DF y M, con 
incrementos de 10.6%, 8.6% y 13.4% respectivamente, en comparación con el 
tratamiento control. Mientras que al compararlas con las plantas tratadas con ZnSO4, 
no se observaron diferencias significativas, pero se obtuvieron incrementos de 5.8%, 
4.2% y 3.6%, respectivamente. Por otro lado, la aplicación de NPs ZnO y ZnSO4 a 
2000 mg L-1 afectó negativamente la altura de la planta. Las reducciones con NPs 
ZnO fueron de 16.7%, 4.7% y 6.2%, mientras que el tratamiento con ZnSO4 redujó la 
altura de la planta en 5.1%, 3.0% y 2.9%, en comparación con el tratamiento de 
control. 
 
El comportamiento en el desarrollo del diámetro del tallo (Figura 11b) fue similar al de 
la altura de la planta, a partir de las etapas FL, FG y M, las NPs ZnO a 1000 mg L-1 
promovieron el crecimiento del tallo. Cabe señalar que los incrementos obtenidos 
superaron en 8.3%, 10.7% y 27.9% al tratamiento control, en cambio, al compararlas 
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con las plantas tratadas con ZnSO4 los incrementos fueron del 2.1%, 6.5% y 18.7%, 
respectivamente. Sin embargo, a 2000 mg L-1 de NPs ZnO y ZnSO4 se observan 
disminuciones a partir de la etapa DF hasta M; en el tratamiento con NPs ZnO a 
2000 mg L-1 las reducciones fueron del 10.5% y 11.6%, mientras que el ZnSO4 redujó 
en 4.1% y 1.5% en comparación con las plantas del tratamiento control. 
 
Figura 11. Efecto de la aplicación foliar de ZnSO4 y NPs ZnO en parámetros 
agronómicos (altura de planta y diámetro de tallo), y bioquímicos (clorofila SPAD) en 
diferentes estados fenológicos de las plantas de C. chinense. (CV) crecimiento 
vegetativo, (FL) floración, (DF) desarrollo del fruto y (M) madurez. Los valores son el 
promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5), las barras representan la desviación 
estándar de la media; letras diferentes significan que los tratamientos fueron 
estadísticamente diferentes (p≤0.05) y representan las diferencias entre tratamientos, 
en cada etapa fenológica. 
 
Los resultados de esta investigación sugieren que la aplicación foliar con NPs ZnO a 
1000 mg L-1 tuvo un mayor impacto en el crecimiento y la fisiología de las plantas que 
las sales convencionales de Zn (ZnSO4), lo que probablemente se debió a una mayor 
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capacidad para ser absorbidas por la hoja. Rossi et al. (2018) compararon la 
fertilización foliar de NPs ZnO y ZnSO4 en plantas de Coffea arabica L. a 
concentraciones de 10 mg L-1, y concluyeron que las hojas tratadas con NPs ZnO 
contenían concentraciones más altas de Zn (1267.1 ± 367.2 mg kg-1 DW) en 
comparación con las plantas tratadas con ZnSO4 (344.1 ± 106.2 mg kg
-1 DW), 
mientras que las plantas del control tenían solo una pequeña cantidad de Zn en sus 
hojas (53.6 ± 18.9 mg kg-1 DW). Esta acumulación resultó en efectos positivos sobre 
el desarrollo de hojas y raíces en un 95% y 37% respectivamente, en comparación 
con el tratamiento control. En conjunto, estos resultados indican que la asimilación de 
Zn es más eficiente cuando se usan partículas de tamaño nanométrico. Hallazgos 
similares fueron encontrados por Pavani et al. (2014), quienes demostraron un mayor 
crecimiento en las plántulas tratadas con NPs ZnO, mientras que las plántulas 
cultivadas en ZnSO4 crecieron más lentamente. Los nanofertilizantes foliares pueden 
ser más efectivos que los fertilizantes foliares convencionales, ya que su liberación 
puede ser lenta y gradual (De Rosa et al., 2010), pero aún no se especifica si este 
efecto se debe a la absorción de la nanopartícula o a la disolución de sus productos 
(Wang et al., 2017; Li et al., 2018). 
 
Sin embargo, a concentraciones de 2000 mg L-1 se afectó el desarrollo de la planta, 
posiblemente debido a un efecto fitotóxico. La diferencia en el impacto fisiológico 
entre NPs ZnO y ZnSO4 se atribuye a una liberación más lenta y gradual del Zn
++ 
contenido en las NPs ZnO. Una investigación presentada por Reed et al. (2012) 
mencionó que la disolución de NPs ZnO en agua desionizada (DI) es relativamente 
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lenta y gradual, con solo un 2% total del Zn disuelto a partir de 24 h. Por el contrario, 
el ZnSO4 es altamente soluble con muy poco tiempo de retención en el sistema de la 
planta, por lo tanto, la biodisponibilidad de Zn durante un período prolongado es 
ineficiente (Prasad et al., 2012).  
 
4.6.2 Contenido relativo de clorofila 
 
El contenido relativo de clorofila se determinó mediante mediciones SPAD durante el 
desarrollo fenológico de las plantas. Como se muestra en la Figura 11c, los 
resultados indican que el contenido relativo de clorofila aumentó significativamente 
durante el desarrollo de las plantas y por la aplicación foliar de NPs ZnO y ZnSO4 en 
ambas concentraciones. No obstante, las hojas que acumularon el mayor contenido 
de clorofila fueron las tratadas con NPs ZnO a 1000 mg L-1. Este comportamiento se 
presentó a partir de las etapas FL, DF y M, con incrementos de 19.4%, 22.9% y 
16.2%, respectivamente, en comparación con el control. En contraste, las 
aplicaciones foliares para ambos tratamientos a 2000 mg L-1 mostraron reducciones: 
con NPs ZnO, el contenido de clorofila disminuyó en 8.5%, 4.3% y 6.2%, mientras 
que el ZnSO4 causó reducciones del 12.2%, 14.4% y 8.4% en las etapas FL, DF y M, 
respectivamente, en comparación con el tratamiento que produjó la mayor 
acumulación (NPs ZnO 1000 mg L−1). 
 
Nuestros resultados son consistentes con Prasad et al. (2012), quienes reportaron un 
mayor contenido de clorofila (1.97 mg/g/rt.wt) en hojas de mani por la aplicación foliar 
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de NPs ZnO a 1000 mg L-1 (25 nm) en comparación con el ZnSO4. Mukherjee et al. 
(2016) en estudios realizados en plantas de chicharo verde (Pisum sativum L.) 
evaluaron el impacto de diferentes NPs ZnO (10 nm), 2% en peso de alúmina 
dopada (Al2O3 ZnO NPs,15 nm), o 1% en peso de NPs recubiertas con 
aminopropiltrietoxisilano (KH550, ZnO NPs 20 nm) y Zn iónico (cloruro de Zn) a 1000 
mg kg-1, todos los tratamientos dieron como resultado de 2.4 a 3.6 veces incrementos 
en la acumulación de clorofila, en comparación con el control, aunque no hubo 
diferencias significativas entre los diferentes tipos de Zn. Los aumentos observados 
en el contenido de clorofila se deben al hecho de que el Zn desempeña un papel 
esencial en el metabolismo de las plantas, al influir en la actividad de enzimas 
importantes como la anhidrasa carbónica que contiene un átomo de Zn que cataliza 
la hidratación del CO2 que facilita la difusión de dióxido de carbono a los sitios de 
carboxilación en las plantas (Badger y Price, 1994; Pullagurala et al., 2018). 
 
Lo anterior está de acuerdo con los hallazgos reportados por Pullagurala et al. 
(2018), quienes indicaron que la aplicación de NPs ZnO a 100 mg kg-1, 200 mg kg-1 y 
400 mg kg-1 aumentó el contenido relativo de clorofila en 41%, 37% y 58%, 
respectivamente, en comparación con las plantas del tratamiento control. Según 
Raliya y Tarafdar (2013), la aplicación foliar de NPs ZnO a 10 mg L-1 en plantas de 
Cyamopsis tetragonoloba L. aumentó significativamente la biomasa de la planta 
(27.1%) y el contenido de clorofila (276.2%). Por lo tanto, los aumentos observados 
en el crecimiento de la planta a una concentración de 1000 mg L-1 con NPs ZnO se 
deben al aumento en el contenido de clorofila, ya que es un indicador común de la 
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eficiencia fotosintética de una planta, y es uno de los factores determinantes de su 
crecimiento (García-Gómez et al., 2017). 
 
Si bien, el Zn es un micronutriente esencial para el crecimiento y metabolismo de las 
plantas (Narendhran et al., 2016) y es necesario para la producción de clorofila 
(Cakmak, 2000), las respuestas perjudiciales en concentraciones elevadas de Zn 
pueden estar estrechamente relacionadas con la generación de especies reactivas 
de oxigeno (ERO). Además, el desplazamiento de algunos otros metales de los sitios 
activos en proteínas (Moura et al., 2012), pueden afectar la biosíntesis de clorofila y 
dañar el sistema fotosintético (Chaney, 1993). El contenido de clorofila se ha 
clasificado como un indicador confiable en relación con el tema de contaminación y 
toxicidad de los metales pesados en plantas (Tirani et al., 2018). Por lo tanto, altos 
niveles de Zn en plantas pueden generar una reducción del contenido de clorofila 
como resultado de una respuesta al estrés oxidativo generado por este elemento. 
 
4.6.3 Rendimiento del fruto y biomasa vegetal 
 
Los resultados de las variables asociadas con el rendimiento y la acumulación de 
biomasa se presentan en el Cuadro 2. Para todas las variables evaluadas se 
obtuvieron diferencias significativas (p≤0.01); las plantas expuestas a la aplicación 
foliar de 1000 mg L-1 con NPs ZnO obtuvieron el mayor número de frutos, excediendo 
en 15.3% y 8.6% a las plantas del tratamiento control y las expuestas a ZnSO4. En 
contraste, a 2000 mg L-1 de NPs ZnO y ZnSO4 hubo ligeras disminuciones (13.6% y 
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7.3%), en comparación con el tratamiento control. De modo similar, el máximo peso 
promedio del fruto se obtuvo con NPs ZnO a 1000 mg L-1, superando en 7% al 
tratamiento control y 3.6% al ZnSO4; mientras que a 2000 mg L
-1 de NPs ZnO y 
ZnSO4 se presentan reducciones del 5.8% y 3.8% respectivamente, en comparación 
con el tratamiento control. La tendencia fue similar para el peso total de los frutos, 
alcanzando el máximo peso con NPs ZnO a 1000 mg L-1 (Cuadro 2) excediendo en 
21.2% al tratamiento control y 11.8% al ZnSO4; mientras que a 2000 mg L
-1 en 
ambos tratamientos (NPs ZnO y ZnSO4) mostraron disminuciones del 18.6% y 10.8% 
respectivamente, en comparación con el control. 
 
Cuadro 2. Efecto de la aplicación foliar de NPs ZnO y ZnSO4 en el desarrollo de 
frutos y acumulación de biomasa 
Tratamientos 
(mg L
-1
) 
Número de 
frutos 
Peso promedio 
de los frutos (g) 
Peso total de los 
frutos (g) 
Biomasa fresca 
aérea (g) 
Biomasa seca 
aérea (g) 
Control 54.20 ± 2.28 c     8.80 ± 0.22 ab   476.97 ± 23.74 ab  893.85 ± 11.00 b 294.80 ± 11.33 c 
ZnSO4 1000 58.50 ± 1.29 b     9.12 ± 0.11 ab   533.78 ± 11.93 ab  905.09 ±   5.88 b 310.81 ±   3.44 b 
NPs ZnO 1000 64.00 ± 2.24 a     9.46 ± 0.12 a   605.30 ± 17.27 a  925.64 ±   4.09 a 324.91 ±   5.09 a 
ZnSO4  2000 50.25 ± 1.50 d     8.46 ± 0.07 b   425.20 ± 11.19 b  879.46 ±   5.99 c 278.56 ±   8.59 d 
NPs ZnO 2000 46.80 ± 2.39 d     8.29 ± 0.11 b   387.99 ± 18.71 b  868.22 ±   2.42 c 264.42 ±   4.92 e 
Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5) ± desviación 
estándar. Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron 
estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 
 
El peso seco y fresco de la biomasa aérea, se afectó significativamente (p≤0.01) por 
la aplicación foliar de NPs ZnO y ZnSO4. Las plantas tratadas con 1000 mg L
-1 de 
NPs ZnO registraron el mayor incremento en la acumulación biomasa; en el caso del 
peso fresco se obtuvieron incrementos del 3.4% y 2.2%, mientras que el peso seco 
incrementó en 9.2% y 4.3% en comparación con el control y las concentraciones de 
ZnSO4 en masa respectivas. En cambio, a 2000 mg L
-1 con NPs ZnO se obtuvieron 
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las mayores reducciones en la acumulación de biomasa fresca y seca; con 
disminuciones del 2.9% y 10.3% respectivamente, en comparación con el control.  
 
En el presente estudio, la aplicación foliar de NPs ZnO a 1000 mg L-1 influyó 
positivamente en el crecimiento de las plantas de chile y la producción de frutos, 
demostrando efectos más favorables que el ZnSO4. La razón probablemente se deba 
a la mayor asimilación de Zn cuando se aplica en forma de NPs ZnO debido a su 
mayor capacidad para penetrar en la hoja (Rossi et al., 2019). Pero, a 
concentraciones más elevadas (2000 mg L-1) causaron toxicidad, estos resultados 
estuvieron de acuerdo con lo reportado por Lin y Xing (2007) en rábano, colza, maíz, 
lechuga y pepino. Prasad et al. (2012), mencionaron que las NPs ZnO son 
absorbidas por las plantas en mayor medida en comparación con ZnSO4, debido a 
una mayor biodisponibilidad por su tamaño y menor solubilidad en agua. 
Comprobando, que en plantas de mani la aplicación de 1000 mg L-1 con NPs ZnO 
demostró ser más efectiva para aumentar el crecimiento y rendimiento de la vaina en 
34%, en comparación con el ZnSO4, pero a mayor concentración (2000 mg L
-1) las 
NPs ZnO fueron perjudiciales. 
 
Resultados similares fueron obtenidos por Khanm et al. (2017) al tratar plantas de 
tomate con 1000 mg L-1 de NPs ZnO y, observaron que el crecimiento de la planta, 
rendimiento y acumulación de Zn aumentaron significativamente con respecto al 
ZnSO4 y el control. Estos resultados confirmaron que los efectos fisiológicos estaban 
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relacionados con un mayor aprovechamiento de Zn, cuando se aplica con partículas 
de tamaño nanométrico.  
 
La efectividad del ZnSO4 por aplicación foliar es baja, debido a que es altamente 
soluble y permite que se lixivie rápidamente (Fageria et al., 2002). Estas 
características afectan la disponibilidad de nutrientes. Los iones altamente solubles 
en agua pueden tener dificultades para penetrar la cutícula lipofílica de la hoja, lo que 
limita la disponibilidad en el caso de la fertilización con ZnSO4 (Prasad et al., 2012). 
Sin embargo, se ha demostrado que las NPs entran en las células a través del 
sistema estomatal o vascular (Raliya y Tarafdar, 2013; Wang et al., 2013) 
dependiendo del rango de tamaño de las partículas de ZnO. 
 
Esto respalda la hipótesis actual de la penetración de las NPs en la célula vegetal a 
través de la vía hidrofílica de los poros acuosos polares en la cutícula y los estomas 
(Eichert et al., 2008; Eichert et al., 2008). El diámetro de los poros cuticulares se ha 
estimado en 2 nm (Eichert et al., 2008), y la via estomática aparece como la ruta más 
factible para la penetración de NPs, con un límite de exclusión de tamaño superior a 
10 nm (Eichert et al., 2008). Sin embargo, hay algunos hallazgos alternativos en la 
literatura, que informaron que la aplicación foliar de NPs Au a 280 ng por planta en 
tamaños de 3, 10 y 50 nm, lograron penetrar la cutícula de la hoja 
independientemente de su tamaño y recubrimiento y, se acumularon principalmente 
en brotes jóvenes (10-30%), en las raíces (10-25%) y del 5 al 15% de las NPs <50 
nm fueron exudadas al suelo de la rizosfera (Avellan et al., 2019). Otros autores 
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mencionaron que las NPs en un rango de 4 a 100 nm pueden atravesar la cutícula de 
la hoja al romper la capa cerosa (Larue et al., 2014). En este estudio, las NPs 
aplicadas estaban en un rango de 12 a 24 nm, por lo que existe la posibilidad de que 
las NPs ZnO de mayor tamaño (24 nm) puedan pasar a través de la cutícula de la 
hoja. 
 
Aunque es probable que el tamaño y las propiedades de las NPs jueguen un papel 
importante en su interacción con las hojas de la planta, su absorción en la hoja y su 
transporte dentro de la planta están determinados por las diferentes características 
de la hoja (como los estomas, tricomas o cutículas), que presentan una amplia gama 
de diversidad entre las especies (Pérez-de-Luque, 2017; Avellan et al., 2019). Por el 
contrario, la reducción en la acumulación de la biomasa podría deberse al mayor 
impacto negativo de las NPs ZnO, las concentraciones tóxicas (2000 mg L-1) de Zn 
podrían afectar negativamente el contenido K+ de las células, la permeabilidad y la 
conductividad hidráulica y el contenido de agua, lo que provoca una disminución en 
el peso fresco de los órganos, la tasa de movimiento de los asimilados de las hojas al 
fruto (Barceló y Poschenrieder, 1990). 
 
4.6.4 Características cromáticas 
 
La determinación de las características cromáticas de los frutos reveló diferencias 
significativas (p≤0.01) entre tratamientos para las variables L*, b* y C* (Cuadro 3). 
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Aunque, en a* y h* los tratamientos fueron estadísticamente iguales, los valores 
presentaron tendencia a incrementar con las aplicaciones de NPs ZnO y ZnSO4. 
 
 Los valores máximos de L*, fueron detectados en los frutos provenientes de plantas 
tratadas con NPs ZnO a 2000 mg L-1, con un valor de 53.46, lo que indica mayor 
luminosidad de los frutos al compararlos con los valores obtenidos en el tratamiento 
control y ZnSO4. Los resultados de a* y b* presentaron la misma tendencia, con 
valores de 33.45 (a*) y 43.59 (b*), esto indica que la tendencia al color rojo y 
amarrillo del fruto aumentó con la aplicación de NPs ZnO en altas concentraciones 
(2000 mg L-1).  
 
La saturación del color (C*) presentó un patrón similar al de L*; con un valor de 
53.43, esto significa que la intensidad del color anaranjado del fruto incrementó con 
NPs ZnO a 2000 mg L-1. La determinación de h* sirvió para diferenciar el color 
percibido en los frutos, con tendencia de color rojo a amarillo. En este trabajo, los 
valores de CIELAB (L*, a*, b*) y CIELCH (L*, C* y h*), fueron útiles para explicar las 
diferencias en el color del pericarpio de los frutos obtenidas de los diferentes 
tratamientos (Kim et al., 2008).  
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Cuadro 3. Características cromáticas en frutos de chile habanero obtenidos de 
plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO4 
Tratamientos 
(mg L
-1
) 
Parámetros cromáticos 
L* a* b* C* h* Vista 
Control 50.02 ± 1.08 b 30.57 ± 1.93  38.92 ± 1.33 b 49.37 ± 1.97 b 51.77 ± 1.46   
ZnSO4 1000 51.29 ± 1.76 b 32.06 ± 0.85  41.98 ± 1.11 a 50.77 ± 1.32 b 52.33 ± 1.00   
NPs ZnO 1000 51.99 ± 1.11 ab 32.33 ± 1.45  42.48 ± 2.13 a 51.81 ± 0.76 ab 53.71 ± 1.24   
ZnSO4 2000 51.92 ± 1.46 ab 32.07 ± 0.84  41.91 ± 1.42 a 51.75 ± 1.01 ab 53.30 ± 1.25   
NPs ZnO 2000 53.46 ± 1.15 a 33.45 ± 1.20  43.59 ± 1.47 a 53.43 ± 1.64 a 53.84 ± 1.44   
Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5) ± desviación 
estándar. Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron 
estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 
 
Actualmente, no hay informes de la evaluación del color en frutos obtenidas de 
plantas sometidas a tratamientos con NPs metálicos. Sin embargo, en Capsicum el 
color del fruto está determinado principalmente por la composición y la concentración 
de carotenoides (Lightbourn et al., 2008), la biosíntesis de estos compuestos y su 
acumulación en frutos está influenciada por diferentes factores como un mecanismo 
de defensa contra diversos estreses bióticos y abióticos (Aloni et al., 2008; Park et 
al., 2012). 
 
García-Gómez et al. (2017) evaluó el efecto de las NPs ZnO y ZnSO4 sobre las 
defensas antioxidantes en las plantas de tomate, los resultados indicaron que las 
NPs ZnO generaron una mayor toxicidad y estimularon la concentración de 
carotenoides y marcadores biológicos de estrés oxidativo (ERO). Algunos estudios 
han demostrado que las NPs ZnO pueden inducir estrés oxidativo y modificar la 
actividad de enzimas antioxidantes y compuestos antioxidantes no enzimáticos 
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(Wang et al., 2016; García-López et al., 2018), que operan en conjunto para proteger 
las células vegetales contra el daño oxidativo. 
 
Pérez-Labrada et al. (2019) informaron que la aplicación foliar de NPs Cu indujó un 
aumento en el contenido de vitamina C y carotenoides (licopeno) en los frutos, en 
comparación con los niveles obtenidos en el tratamiento control. En este estudio, la 
evaluación del crecimiento de las plantas mostró una mayor sensibilidad a la 
aplicación de NPs ZnO, ya que a 1000 mg L-1 estimuló el crecimiento de las plantas, 
mientras que a 2000 mg L-1 hubo una reducción en el desarrollo de las plantas 
posiblemente debido a un efecto fitotóxico. Sin embargo, los frutos obtenidas en 
ambos tratamientos informaron los mayores aumentos en compuestos nutracéuticos 
y funcionales. Los incrementos observados en la acumulación de estos compuestos 
reflejan un estado redox modificado por la aplicación de NPs ZnO que afectan el 
nivel de ERO a nivel celular (Yang et al., 2017). Por lo tanto, estos resultados 
sugieren que los frutos de las plantas tratadas con la aplicación foliar de NPs ZnO 
intensificaron su color naranja debido a una mayor producción de carotenoides en 
respuesta al estrés oxidativo. 
 
La función principal de los carotenoides es la protección de las células y los 
orgánulos contra el daño oxidativo, que logran al interactuar con las moléculas de 
oxígeno singlete (O2), eliminar los radicales peroxilo (LOO•) y prevenir su 
acumulación (Sandmann et al., 1999). No obstante, la investigación del efecto de la 
aplicación de NPs ZnO sobre las características cromáticas de los frutos, la 
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acumulación de carotenoides y compuestos fenólicos es muy escasa, por lo tanto, el 
papel de los compuestos anteriores contra el estrés inducido por NPs metálicos es 
aún incierto (Yang et al., 2017). 
 
4.6.5 Calidad de los frutos de chile habanero 
 
Los resultados que se presentan en el Cuadro 4 indican que la aplicación foliar de 
NPs ZnO y ZnSO4, afectó significativamente (p≤0.01) la AT de los frutos. La acidez 
máxima valorable (0.155 ± 0.0055) se obtuvo con 2000 mg L-1 de NPs ZnO, mientras 
que el valor mínimo (0.119 ± 0.0050) de AT se obtuvo en los frutos del tratamiento 
control. 
 
Además, el pH de los frutos también se vio afectado (p≤0.01) por los tratamientos 
con NPs ZnO y ZnSO4 (Cuadro 4); el valor más alto se obtuvo con el tratamiento 
control (5.63 ± 0.114), mientras que el pH más bajo (5.40 ± 0.040) se encontró con 
las NPs ZnO a 2000 mg L-1, sin embargo, no se observaron diferencias significativas 
entre los tratamientos basados en Zn con diferentes concentraciones. El pH del fruto, 
está correlacionado con la acidez y el contenido de ácido cítrico es el ácido orgánico 
primario que se encuentra en la mayoría de las frutas (Wang y Lin, 2002). 
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Cuadro 4. Efecto de la aplicación foliar de NPs ZnO y ZnSO4 en la calidad de los 
frutos de chile habanero 
Tratamientos 
(mg L
-1
) 
TA (%) pH 
Solidos 
solubles (°Brix) 
Firmeza (N) 
Fuerza de corte 
(N) 
Control 0.119 ± 0.0050 d 5.63 ± 0.114 a 9.32 ± 0.79 d 14.79 ± 0.63 b 11.35 ± 0.83  
ZnSO4 1000 0.126 ± 0.0012 cd 5.49 ± 0.030 b 10.18 ± 0.38 c 14.94 ± 0.65 ab 11.39 ± 0.77  
NPs ZnO 1000 0.134 ± 0.0025 b 5.42 ± 0.048 b 10.77 ± 0.60 b 15.11 ± 0.68 ab 11.43 ± 0.64  
ZnSO4 2000 0.130 ± 0.0020 bc 5.50 ± 0.025 b 10.48 ± 0.52 bc 15.20 ± 0.63 ab 11.36 ± 0.72  
NPs ZnO 2000 0.155 ± 0.0055 a 5.40 ± 0.040 b 11.33 ± 0.72 a 15.35 ± 0.54 a 11.32 ± 0.47  
Los valores son el promedio de cinco repeticiones. Medias (n = 5) ± desviación 
estándar. Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron 
estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 
 
Con respecto a los °Brix, todos los tratamientos mostraron valores más altos que el 
tratamiento control; el nivel de tratamiento con 2000 mg L-1 de NPs ZnO produjó la 
mayor cantidad (11.33 ± 0.72), mientras que el valor menor se obtuvo en el control 
(9.32 ± 0.79). Como resultado, la fertilización con NPs ZnO y ZnSO4 también 
aumentó significativamente (p≤0.05) la firmeza del fruto; el mayor incremento (15.35 
± 0.54) se obtuvo con 2000 mg L-1 de NPs ZnO, y el valor más bajo se úbico (14.79 ± 
0.63) en los frutos de las plantas del tratamiento control. Los resultados encontrados 
están de acuerdo con los obtenidos por Davarpanah et al. (2016), quienes 
mencionaron que la fertilización foliar con NPs ZnO a una concentración de 120 mg 
L−1 condujó a mejoras significativas en la calidad de frutos de granada, incluyendo 
aumentos de 4.4-7.6% en °Brix, disminuciones de 9.5-29.1% en TA, aumentos de 
20.6-46.1% en el índice de madurez e incrementos del 0.28-0.62% en el pH del jugo, 
mientras que las características físicas de los frutos no se vieron afectadas. Estudios 
previos, han informado que la aplicación foliar de micronutrientes como el Zn y Fe, 
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son esenciales para aumentar el rendimiento, la calidad y el contenido de ácido 
ascórbico en frutos de tomate (Gupta y Gupta, 2004).  
 
En este estudio, los incrementos en °Brix y la firmeza de los frutos bajo fertilización 
con NPs ZnO y ZnSO4 pueden atribuirse a que el Zn desempeña un papel vital en la 
síntesis y trasladación de carbohidratos y proteínas (Yogeratnam y Greenham, 
1982), además de mantener la estabilidad estructural de las membranas celulares 
(Welch et al., 1982). Estos hechos indican, que la disponibilidad y la concentración 
del Zn por fertilización foliar en plantas con NPs ZnO durante las principales etapas 
de crecimiento vegetativo fue más efectiva, y tiene funciones fisiológicas muy 
importantes que pueden mejorar la calidad del fruto, atribuidas al envío de Zn desde 
los tejidos de las hojas a través del floema, hasta los frutos en el momento del 
desarrollo y maduración (Laware y Raskar, 2014). 
 
4.6.6 Contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina 
 
Los resultados indicaron que el contenido de capsaicina se vió afectado 
significativamente (p≤0.01) por la aplicación foliar de NPs ZnO y ZnSO4 (Figura 12a); 
la mayor acumulación se detectó a 2000 mg L-1 de NPs ZnO (625.44 ± 14.47 mg kg-
1), siendo 19.3% más alto que el tratamiento control (504.60 ± 16.73 mg kg-1). La 
misma tendencia se observo para el contenido de dihidrocapsaicina, a pesar de que 
los tratamientos fueron estadísticamente iguales (p≤0.423), la acumulación se 
incrementó en ambos tratamientos (Figura 12a). El tratamiento a 2000 mg L-1 de NPs 
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ZnO provocó el mayor aumento con 10.9% (326.71 ± 6.50 mg kg-1), en comparación 
con el control (290.84 ± 2.80 mg kg-1).  
Figura 12. Contenido de capsaicinoides en frutos de chile habanero obtenidos de 
plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO4. (a) capsaicina, dihidrocapsaicina y 
capsaicinoides totales, (b) Unidades de Picor Scoville (SHU2). Los valores son el 
promedio de tres repeticiones. Medias (n=3), las barras representan la desviación 
estándar de la media. Letras diferentes en cada barra significan que los tratamientos 
fueron estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 
 
 
El análisis cuantitativo de los capsaicinoides por HPLC, reveló que el contenido total 
de estos compuestos aumentó en la frutos obtenidos de las plantas tratadas con NPs 
ZnO y ZnSO4 (Figura 12a); la mayor concentración de capsaicinoides se detectó en 
frutos maduros que provenían de las plantas sometidas a 2000 mg L-1 de NPs ZnO, 
con un valor máximo (952.15 ± 8.17 mg kg-1), que excede en 16.4% en relación con 
el control (795.43 ± 19.54  mg kg-1). El cromatograma mostrado en la Figura 13a, 
corresponde a la preparación de estándares de capsaicina y la dihidrocapsaicina, 
con tiempos de retención de 6.354 min (pico 1) y 9.661 min (pico 2), 
respectivamente. 
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Existe una relación directa entre el nivel de capsaicinoides totales y la pungencia en 
frutos de chile. Las SHU2 de los frutos también aumentaron significativamente 
(p≤0.01) al aplicar las NPs ZnO y ZnSO4 en todas las concentraciones (Figura 12b); 
el mayor incremento de 16.4% (153296 ± 1315.79 SHU2), se obtuvo a una 
concentración de 2000 mg L-1 con NPs ZnO, mientras que el control presentó la 
menor acumulación (128065 ± 3146.931 SHU2).  
 
Por otro lado, los valores obtenidos para SHU2 con ZnSO4 a 2000 mg L
-1 no 
mostraron aumentos significativos. La escala SHU es una medida de la pungencia de 
los chiles, que está en función de la concentración de capsaicina y dihidrocapsaicina. 
La SHU se puede clasificar en: (1) no picante (0–700 SHU2), (2) levemente picante 
(700–3000 SHU2), (3) moderadamente picante (3000–25,000 SHU2), (4) altamente 
picante (25,000–70,000 SHU2) y (5) muy picantes (>80,000 SHU2) (Weiss, 2012). 
 
Con base en nuestros resultados y en la escala SHU, los frutos de chile habanero 
cosechados en este estudio están clasificados como frutos muy picantes, no 
obstante, la concentración de capsaicinoides totales se incrementó en mayor medida 
con la aplicación de las NPs ZnO a altas concentraciones (2000 mg L-1), lo que 
resultó en incrementos de las SHU. 
 
Lo anterior se debe, a que los capsaicinoides son uno de las principales 
antioxidantes del chile, Pinedo-Guerrero et al. (2017), y una de sus funciones es la 
protección contra las ERO (Antonious, 2009). Por lo tanto, es posible que el mayor 
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incremento observado en estos compuestos se deba al estrés oxidativo que generan 
las NPs ZnO (García López et al., 2018), debido a que las NPs metálicas 
desencadenan alteraciones en los niveles de Ca2+ y ERO implicados en la 
señalización celular y en complejas modificaciones fisiológicas y bioquímicas a nivel 
del organismo (Sosan et al., 2016). 
 
En este caso, el sistema de defensa de las plantas genera una mayor acumulación 
de compuestos antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, lo que resultó en una 
mayor acumulación de capsaicinoides (Figura 12). Las Figuras 13b, c y e muestran 
los cromatogramas y los tiempos de retención para los compuestos de los frutos del 
control y los tratamientos con ZnSO4, mientras que las figuras 13d y f representan los 
tiempos de retención obtenidos para los tratamientos con NPs ZnO. 
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Figura 13. Cromatogramas para capsaicina y dihidrocapsaicina, en frutos de chile 
habanero obtenidos de plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO4: (a) estándares; (b) 
control; (c) 1000 mg L-1 ZnSO4; (d) 1000 mg L
-1
 NPs ZnO; (e) 2000 mg L
-1
 ZnSO4; (f) 
2000 mg L-1 NPs ZnO. 
 
4.6.7 Contenido de fenoles y flavonoides totales 
 
Los resultados indican que la aplicación foliar de NPs ZnO y ZnSO4, afectó 
significativamente (p≤0.01) el contenido de fenoles y flavonoides totales (solubles + 
ligados) de los frutos. En todos los análisis de compuestos fenólicos, la porción 
soluble presentó los niveles más altos de fenoles y flavonoides, mientras que la de 
menor concentración fue la ligada. El mayor contenido de fenoles totales (solubles + 
ligados), se obtuvo con las aplicaciones de NPs ZnO: en el tratamiento con 1000 mg 
L-1 el contenido fue de 1442.76 mgGAE kg-1, mientras que para 2000 mg L-1 fue de 
1504.60 mgGAE kg-1 (Cuadro 5), excediendo 10.8% y 14.5% al tratamiento control. 
Los niveles obtenidos con ZnSO4 fueron de 1290.55 mgGAE kg
-1 para 1000 mg L-1 y 
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1299.93 mgGAE kg-1 para 2000 mg L-1, al compararlos con los valores obtenidos con 
NPs ZnO en las mismas concentraciones presentan 10.5% y 13.6% menor cantidad, 
respectivamente. 
 
Cuadro 5. Contenido de fenoles totales y flavonoides totales (solubles + 
ligados) en frutos de chile habanero obtenidos de plantas tratadas con NPs 
ZnO y ZnSO4 
Tratamientos 
(mg L
-1
) 
Fenoles totales (mgGAE kg
-1
)  Flavonoides totales (mgCatE kg
-1
)  
Solubles Ligados Total Solubles Ligados Total 
Control 1154.85 ± 10.55 b 113.50 ± 4.30 b 1286.35 b 114.35 ± 5.52 b 69.30 ± 2.71 c 183.65 b 
ZnSO4 1000 1168.44 ± 17.76 b 122.11 ± 6.55 b 1290.55 b 116.95 ± 10.22 b 79.28 ± 5.83 bc 196.24 b 
NPs ZnO 1000 1293.42 ± 28.30 a 149.34 ± 6.45 a 1442.76 a 144.63 ± 9.53 a 92.54 ± 5.39 ab 237.17 a 
ZnSO4 2000 1176.24 ± 15.61 b 123.68 ± 4.98 b 1299.93 b 119.73 ± 6.89 a 76.62 ± 4.43 c 196.35 b 
NPs ZnO 2000 1347.41 ± 30.06 a 157.18 ± 7.58 a 1504.60 a 155.01 ± 8.04 a 96.50 ± 6.20 a 251.50 a 
Los valores son el promedio de tres repeticiones. Medias (n = 3) ± desviación 
estándar. Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron 
estadísticamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 
 
Este comportamiento también se observó para el contenido de flavonoides totales 
(Cuadro 5). La mayor concentración de flavonoides totales (solubles + ligados) se 
úbico a 1000 y 2000 mg L-1 de NPs ZnO, con valores de 237.17 mgCatE kg-1 y 
251.50 mgCatE kg-1, respectivamente, excediendo en 22.5% y 26.9% al tratamiento 
control. Por el contrario, los valores obtenidos con ZnSO4 a 1000 mg L
-1 (196.24  
mgCatE kg-1) y 2000 mg L-1 (196.35 mgCatE kg-1), fueron 21.9% y 17.2% menores 
que los valores obtenidos en las mismas concentraciones con las NPs ZnO y, al 
compararlos con los valores obtenidos por el control no hay diferencias estadísticas 
significativas.  
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El contenido de compuestos fenólicos se considera uno de los parámetros de valor 
nutracéutico más importantes en los frutos de chile habanero (Castro-Concha et al., 
2014). Se han encontrado concentraciones similares de compuestos fenólicos en 
frutos de chile habanero anaranjado (169.97 mg GAE 100 g−1), mientras que otros 
genotipos de chiles habaneros cultivados en Yucatan, México, presentan 
concentraciones más bajas (20.54 a 20.75 mg 100 g-1) (Campos et al., 2013). La 
presencia de taninos condensados no se detectó en ninguna de las muestras. 
 
En este estudio, los efectos causados (beneficiosos y tóxicos) por la aplicación foliar 
de NPs ZnO en plantas fueron mayores que los causados por ZnSO4 en las mismas 
concentraciones. Por ejemplo, la mayor acumulación de compuestos fenólicos y 
flavonoides totales se obtuvo en los frutos cosechados de las plantas que fueron 
tratadas con 1000 y 2000 mg de L-1 de NPs ZnO. A la fecha, no hay informes que 
comparen el efecto de las NPs ZnO y ZnSO4 sobre la acumulación de compuestos 
bioactivos en los frutos de chile habanero; sin embargo, nuestros hallazgos sugieren 
que el efecto podría estar relacionado con un mecanismo específico de las NPs en el 
sistema de la planta, ya que los tratamientos con NPs ZnO generaron los mayores 
cambios fisiológicos y bioquímicos en las plantas. 
 
Algunos autores mencionaron que la toxicidad generada por las NPs ZnO se debe a 
la internalización de las NPs, la acumulación en el tejido y la disolución de los iones 
de Zn (Lopez-Moreno et al., 2010), esto sugiere que las NPs ZnO pueden inducir 
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toxicidad a través de la actividad de los iones que liberan durante un período 
prolongado y pueden generar una mayor estimulación en la formación de ERO. 
 
Además, la diferencia en la acumulación de compuestos fenólicos causados por NPs 
ZnO difiere de los causados por el ZnSO4 en las mismas concentraciones (1000 y 
2000 mg L-1), esto puede explicarse por qué el ZnSO4 es altamente soluble y cuando 
se aplica a las hojas de las plantas puede caer rápidamente, por lo tanto, la 
biodisponibilidad de iones Zn con el uso de ZnSO4 durante un período prolongado no 
es segura (Doolette et al., 2018; Kah et al., 2018). Por lo tanto, es importante tener 
en cuenta que la aplicación foliar de ZnSO4 no podría generar el mismo estrés que 
los iones obtenidos por las NPs ZnO, ya que las NPs tienen un mayor potencial de 
transporte y, por lo tanto, una mayor biodisponibilidad y absorción que les permite 
interactuar con estructuras intracelulares que estimulan la formación de ERO (Kouhi 
et al., 2015; Ghosh et al., 2016). Sin embargo, otros autores enfatizaron que la 
fitotoxicidad causada por las NPs ZnO no puede explicarse solo por los iones 
disueltos, ya que las propiedades de las NPs pueden verse afectadas por los medios 
de exposición a las plantas (Zafar et al., 2016; García-Gómez et al., 2018). 
 
Zafar et al (2016), indicaron que la aplicación de NPs ZnO indujo estrés oxidativo en 
los brotes de Brassica nigra y, curiosamente, observaron un aumento en las 
moléculas antioxidantes no enzimáticas como los compuestos fenólicos y los 
flavonoides debido a la acumulación de ERO. Los resultados del experimento 
realizado por Pinedo-Guerrero et al. (2017) también informaron que la aplicación de 
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NPs Cu en hidrogeles de quitosano-PVA a una concentración de 2.0 mg en plantas 
de chile jalapeño aumentó la acumulación de fenoles en los frutos (64.71 mgGAE 
100 g-1), superando en 5.9% al control, el aumento se asoció con un incremento en el 
estrés oxidativo generado por ERO.  
 
Las plantas han desarrollado varios mecanismos de protección para limitar el daño 
oxidativo causado por ERO a través de la producción de antioxidantes como fenoles, 
carotenoides y enzimas antioxidantes (García-López et al., 2018). Los compuestos 
fenólicos desempeñan un papel destacado en los mecanismos de desintoxicación de 
ERO (Mahendra et al., 2008) como donadores de electrones en las estructuras de 
orgánulos y pueden eliminar directamente las especies moleculares de oxígeno 
activo, principalmente debido a sus propiedades redox. Además, actúan en la 
absorción y neutralización de los radicales libres, la extinción de oxígeno singlete y 
triplete o la descomposición de peróxidos (Sora et al., 2015). Este comportamiento 
explica la mayor acumulación de fenoles y flavonoides en los frutos obtenidos de las 
plantas expuestas a tratamientos con NPs ZnO. 
 
4.6.8 Capacidad antioxidante 
 
En el Cuadro 6, se observan diferencias significativas (p≤0.01) entre los tratamientos 
en los ensayos de capacidad antioxidante de ABTS, DPPH y FRAP. En todos los 
análisis, la porción soluble fue la que presentó los niveles más altos de capacidad 
antioxidante. Los resultados indican que la actividad antioxidante total (solubles + 
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ligados) fue de 83.28 a 98.49, de 145.29 a 213.16 y de 235.25 a 296.06 mmolTE kg-1 
en ABTS, DPPH y FRAP, respectivamente (Cuadro 6). 
 
Cuadro 6. Actividad antioxidante en frutos de chile habanero obtenidos de 
plantas tratadas con NPs ZnO y ZnSO4 
Tratamientos 
(mg L
-1
) 
ABTS (mmolTE kg
-1
) DPPH (mmolTE kg
-1
) FRAP (mmolTE kg
-1
) 
Solubles Ligados Solubles Ligados Solubles Ligados 
Control 76.60 ± 3.19 b 6.68. ± 4.30 c 112.97 ± 5.52 b 32.32 ± 2.71 c 172.75 ± 4.68 b 61.50 ± 3.25 b 
ZnSO4 1000 83.33 ± 3.18 ab 7.95 ± 6.55 b 121.67 ± 10.22 b 35.60 ± 5.83 c 180.86 ± 5.19 b 65.19 ± 3.51 b 
NPs ZnO 1000 86.77 ± 2.75 a 8.75 ± 6.45 ab 154.98 ± 9.53 a 49.70 ± 5.39 b 198.22 ± 5.14 a 80.51 ± 0.66 a 
ZnSO4 2000 81.08 ± 3.18 ab 8.12 ± 4.98 b 130.31 ± 6.89 b 38.19 ± 4.43 c 180.30 ± 6.73 b 67.61 ± 3.08 b 
NPs ZnO 2000 89.14 ± 2.96 a 9.35 ± 7.58 a 156.55 ± 8.04 a 56.61 ± 6.20 a 212.21 ± 8.35 a 83.85 ± 1.97 a 
Los valores son el promedio de tres repeticiones. Medias (n = 3) ± desviación estándar. 
Letras diferentes en cada columna significan que los tratamientos fueron estadísticamente 
diferentes (Tukey, p≤ 0.05). 
 
De acuerdo con los resultados del contenido fenólico, los tres métodos de capacidad 
antioxidante mostraron los valores más altos en los tratamientos con NPs ZnO a 
concentraciones de 1000 y  2000 mg L-1, y resultaron estadísticamente diferentes del 
control y los tratamientos con ZnSO4 (Cuadro 6). Las correlaciones entre el contenido 
fenoles totales (r=0.95, 0.94 y r=0.80, respectivamente), flavonoides totales (r=0.95, 
0.89 y r=0.80, respectivamente) y la capacidad antioxidante medida por FRAP, DPPH 
y ABTS sugieren que los valores de compuestos fenólicos más altos en los frutos de 
chile habanero está relacionados con una mayor capacidad antioxidante. Se han 
reportado patrones similares en frutos de chile jalapeño (Pinedo-Guerrero et al., 
2017), en pimientos del genero Capsicum (Sora et al., 2015), chiles jalapeños y 
serranos (Alvarez-Parrilla et al., 2011). 
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Estudios previos, han demostrado que las NPs ZnO pueden generar citotoxicidad por 
la producción de ERO (Kumar et al., 2018), la inducción y la biosíntesis de los 
compuestos fenólicos se relacionan con el estrés causado por los metales pesados, 
esto puede explicar la gran acumulación de estos compuestos en los frutos que 
provenían de plantas expuestas a NPs ZnO (Parry et al., 1994), lo que podría ser la 
razón principal de los incrementos observados en las actividades antioxidantes (Tarzi 
et al., 2012). En un estudio realizado por Zare et al. (2018) demostraron que las NPs 
ZnO sintetizadas mostraron una mayor actividad antioxidante (ABTS y DPPH) en 
comparación con las micropartículas de ZnO, la efectividad biológica y antioxidante 
de las NPs ZnO depende de su tamaño y forma de las partículas (Singh et al., 2017). 
En este estudio, la aplicación de NPs ZnO generó la mayor acumulación de 
compuestos fenólicos en los frutos, lo que resultó en incrementos de las actividades 
antioxidantes. 
 
4.7 Conlusiones  
 
La aplicación de NPs ZnO afectó el desarrollo de plantas de chile habanero: a una 
concentración de 1000 mg L-1, promovió el crecimiento de las plantas y aumentó el 
número y el peso promedio de los frutos, mientras que a 2000 mg L-1 generó efectos 
negativos sobre el crecimiento y el desarrollo del cultivo. Por lo tanto, el efecto  de las 
NPs ZnO depende de la concentración aplicada. En contraste, el efecto de la 
aplicación de ZnSO4 a concentraciones de 1000 y 2000 mg L
-1 fue menor y tuvo 
efectos menores en el rendimiento del cultivo. Por otro lado, la aplicación foliar de 
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NPs ZnO a 2000 mg L-1 condujó a mejoras significativas en la calidad del fruto, 
incluidos aumentos en TA, °Brix y disminuciones en el pH, sin diferencias 
significativas entre los tratamientos con Zn. Asimismo, la acumulación de 
capsaicinoides totales en frutos de plantas tratadas con 1000 y 2000 mg L-1 de NPs 
ZnO alcanzó 881.57 y 952.15 mg Kg-1, respectivamente, lo que resultó en aumentos 
significativos de SHU2. Del mismo modo, la aplicación de NPs ZnO a 1000 y 2000 mg 
L-1 aumentó el contenido de fenoles y flavonoides totales (solubles + ligados) en 
frutos de chile habanero, lo que resultó en una mayor capacidad antioxidante según 
los ensayos ABTS, DPPH y FRAP. 
 
En resumen, los resultados de este estudio demuestran la influencia de la aplicación 
foliar de NPs ZnO y ZnSO4 en el desarrollo y rendimiento de las plantas de chile 
habanero. 
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4.9 Consideraciones finales 
 
El uso de nanopartículas metálicas en la agricultura ha aumentado continuamente 
con el empleo de nanofertilizantes y nanopesticidas que permiten eficientar la 
nutrición y el rendimiento de los cultivos; sin embargo, a la fecha no existen 
regulaciones ambientales estableciedas para la liberación de este tipo de materiales. 
En esta investigación, se evaluaron los efectos de nanomateriales (NPs ZnO) y 
metales basados en Zn (ZnSO4) sobre parámetros agronómicos y bioquímicos en 
diferentes etapas fenológicas del cultivo de chile habanero (C. chínense).  
 
Como se esperaba, durante la etapa de germinación las NPs ZnO a concentraciones 
de 100 a 300 mg L-1, estímularon el vigor y el crecimiento de las plántulas. Además, 
de incrementar la actividad del sistema enzimático antioxidante y no enzimático, lo 
cual generó la acumulación de metabolitos secundarios deseables como los 
compuestos fenólicos y flavonoides que resultaron en una mayor capacidad 
antioxidante. No obstante, en concentraciones de 400 a 500 mg L-1, los parámetros 
agronómicos revelaron que las NPs ZnO generaron posiblemente fitotoxicidad 
mostrando una disminución en el crecimiento de las plántulas.  
 
Por otra parte, durante la investigación realizada en condiciones de invernadero, los 
efectos causados (benéficos y tóxicos) en las plantas por la aplicación foliar de NPs 
ZnO fueron mayores que los causados por el ZnSO4 en las mismas concentraciones. 
Las NPs ZnO a una concentración de 1000 mg L-1 afectaron positivamente la altura 
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de la planta, el diámetro del tallo y el contenido de clorofila, y aumentaron el 
rendimiento del fruto y la acumulación de biomasa en comparación con los 
tratamientos control y ZnSO4. Por el contrario, las NPs ZnO a 2000 mg L
-1 afectaron 
negativamente el crecimiento de las plantas pero aumentaron significativamente la 
calidad de los frutos, el contenido de capsaicinoides, compuestos fenólicos y una 
mayor capacidad antioxidante. 
 
Los resultados obtenidos en esta investigación enriquecen la información científica 
sobre las interacciones del sistema NPs ZnO-planta, y además pueden emplearse 
como un patrón de referencia para la producción de chile habanero con el fin de 
mejorar la producción de plántulas, el rendimiento, la calidad y las propiedades 
nutracéuticas de los frutos. Para la producción de plántulas se recomiendan 
concentraciones de 100 a 300 mg L-1, debido a que a estas concentraciones pueden 
incrementar el vigor y el crecimiento de las plántulas, mientras que, para la etapa de 
crecimiento vegetativo  y reproductivo se recomienda una concentración de 1000 mg 
L-1, ya que los resultados indicaron que fue el tratamiento con los mejores resultados 
en cuanto a crecimiento, rendimiento y acumulación de clorofila. 
 
Para finalizar, es importante mencionar que los efectos que pueden causar las NPs 
ZnO en las plantas son variables. Además de las características del nanomaterial, los 
impactos también dependen de las especies de planta y las condiciones del medio 
ambiente.  
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